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El microambiente tumoral y los factores angiogénicos, cuyo paradigma es el factor de 
crecimiento del endotelio vascular (VEGF), ejercen efectos citoprotectores sobre las células 
endoteliales (CE) en monocapa. Sin embargo, no se conocen sus acciones biológicas sobre 
CE que se desprenden de la monocapa. Los mecanismos implicados en la protección por 
medio condicionado tumoral (MC) incluyeron tanto las rutas de supervivencia PI3K/Akt y 
MAPK como la inhibición de caspasa 3. Esta protección se prolongó cuando las CE se 
desarraigaron y se cultivaron en suspensión. El efecto protector del VEGF en monocapa se 
convirtió en citotóxico al romperse las uniones. Este efecto es específico de VEGF, 
dependiente de ambos receptores de VEGF y mediado por PI3K/Akt. En base a la literatura 
previa, estudiamos la importancia de β-catenina en el desarraigo, observándose una 
disminución de muerte cuando β-catenina estaba aumentada. La inhibición de la ruta 
JAK2/STAT protegió a las CE de la muerte por desarraigo y mejoró su capacidad de 
resiembra, implicando al eje PI3K/Akt-GSK3β-β-catenina. Los cambios inducidos por el 
pretratamiento inhibidor de JAK2 confirmaron la importancia de β-catenina, al observarse 
cambios funcionales de la misma. Conocida la participación de JAK2 en la respuesta a 
estrés oxidativo por especies reactivas de oxígeno (ROS), comprobamos que la inhibición 
de JAK2, tanto farmacológica como mediante dominante negativo de JAK2, protege de la 
exposición a ROS, por mecanismos que incluyen el aumento del ratio Bcl2/Bax y la 
inhibición de caspasa 3. En un modelo experimental in vivo, la inhibición de JAK2 protegió 
a las CE de capilares peritubulares frente al daño oxidativo producido por ciclosporina A. 
Nuestros datos mostraron la importancia de la inhibición de JAK2 en el daño endotelial, 
sugiriendo la posible utilidad de su empleo durante el transplante renal o para procesos de 
reendotelización a partir de CE adultas. 
 
SUMMARY: 
Tumor microenviroment and angiogenic factors, including vascular endothelial growth 
factor (VEGF) as a paradigm, exert cytoprotective effects on monolayer endothelial cells 
(EC). However, the bilogical actions of these favtors on EC detached from the monolayer are 
largely unknown. Mechanisms involved on tumor conditioned medium (CM) protection are 
survival pathways PI3K/Akt and MAPK and inhibition of caspase 3. This protection went on 
when EC were detached and cultured in suspension. The cytoprotective effect of VEGF on 
monolayer EC reverted to cytotoxic on detached conditions. This effect was specific of 
VEGF, dependent of both VEGF receptors and mediated by PI3K/Akt. Based on previous 
literature, the role of β-catenin in detached conditions was studied, showing protective 
effects as β-catenin was increased. The JAK2/STAT pathway inhibition protected EC against 
detachment induced death and increased reseeding efficacy. This effect involved PI3K/Akt-
GSK3β-β-catenin-mediated pathways. Changes observed by inhibiting JAK2 confirmed β–
catenin influence. We also studied JAK2 inhibition (pharmacologic or dominant negative 
form of JAK2), based on its known importance in oxidative stress response against reactive 
oxygen species (ROS). Results showed that JAK2 inhibition protects EC against ROS 
exposure, involving increased Bcl2/Bax ratio and caspase 3 inhibition. An experimental in 
vivo model revealed protective effect of JAK2 inhibition against cyclosporine A-oxidative 
induced injury on peritubular capillaries EC. These results illustrated the influence of JAK2 
inhibition on endothelial injury, suggesting the possible utility of its use during kidney 
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ADN: Ácido desoxiribonucleico 
APC: Adenomatous polyposis coli 
ARN: Ácido ribonucleico 
ARNm: ARN mensajero 
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EMSA: Ensayo de retardo en movilidad electroforética 
eNOS: NO sintasa endotelial 
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FAK: Quinasa de adhesión focal 
FC: Factores de crecimiento 
FGF: Factor de crecimiento fibroblástico 
GAS: Sitio activado por interferón gamma 
G-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos 
GSK3: Glucógeno sintetasa quinasa 3 
HIF-1: Factor inducido por hipoxia 1 
HRE: Elementos de respuesta a hipoxia 
HRP: Peroxidasa de rábano 
HX: Hipoxantina 
i.p.: Intraperitoneal 
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JAK: Quinasa Janus 
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Kda: Kilodalton 
LDH: Lactato deshidrogenasa 
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min: Minutos 
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 El conocimiento de la fisiología y fisiopatología endotelial es un elemento clave 
de interpretación para comprobar el mecanismo de numerosas enfermedades, que 
abarcan patologías tan diferentes como los trastornos circulatorios, las inflamatorias o 
los tumores malignos. El interés por el papel del endotelio en diversos procesos ha 
crecido sustancialmente desde la identificación de nuevas propiedades y alteraciones 
funcionales a finales de la década de los 80. Sin embargo, a pesar de la enorme 
cantidad de información disponible, persisten sin aclarar aspectos fundamentales de la 
biología celular y molecular del endotelio. Esta tesis trata de una serie de estos 
aspectos previamente no descritos. 
 
1.1. El endotelio 
 1.1.1. Características 
 El endotelio es la monocapa de células que tapiza internamente los vasos 
sanguíneos y, por tanto, separa la sangre del resto de tejidos. Si bien en los capilares 
es el único tejido que se interpone entre la sangre y el intersticio, en los grandes vasos 
(arterias y venas) además interacciona con otros tejidos (músculo liso, fibroblastos). El 
endotelio es capaz de sintetizar, almacenar y liberar moléculas especiales que inciden 
en el funcionamiento normal de órganos diferentes y cumple una función de 
almacenamiento de sustancias producidas por él mismo y por otros tipos celulares. Por 
estas razones, al endotelio se le puede considerar un órgano, aunque de distribución 
extensa. 
La monocapa endotelial esta constituida exclusivamente por células 
endoteliales (CE), que contactan con una membrana basal de matriz extracelular 
generada por las propias CE, pero que permite el contacto con la capa íntima y media 
de los vasos sanguíneos. Es característica de las CE organizadas en las grandes 
arterias, la presencia de los cuerpos de Weibel-Palade, unos orgánulos que acumulan 
Factor VIII y P-selectina; la presencia de Factor VIII puede emplearse para caracterizar a 





 1.1.2. ¿Cómo esta dispuesto el endotelio?  
 La estructura en monocapa se mantiene gracias a las distintas uniones que 
permiten a la CE mantener su lugar y forma dentro del tejido. En el endotelio, los tipos 
de uniones más destacados son las uniones célula-célula y las uniones célula-matriz 
extracelular, cada una de ellas mediada por moléculas especializadas. La abundancia 
de unas u otras, y la expresión de moléculas de adhesión en la superficie determinarán 
la permeabilidad de un determinado endotelio y sus propiedades respecto a las células 
con las cuales establece contacto, como otras CE, células de la sangre, de músculo liso 
vascular y mesangio. En este punto y antes de referirnos a cada unión específica, 
introduciremos un concepto fundamental concerniente a las uniones y la supervivencia 
celular. Así, las CE, como otras múltiples células de localización fijada genéticamente, 
utilizan las uniones no sólo como anclaje sino también como un sistema de recogida 
permanente de información. Puede decirse que es a través de unión con las otras 
células y con la matriz, la CE “ve” lo que la rodea. En este sentido, se ha acuñado el 
término de “hard wired state” como imagen para describir este estado de alta conexión 
y tráfico de información a través de sensores proteicos distribuidos en la superficie y el 
citoesqueleto de CE. 
• Uniones célula-célula: Se realizan a través de uniones homofílicas de cadherinas 
dependientes de Ca2+. Las cadherinas son glicoproteínas transmembrana cuya 
región extracelular se asocia con otras cadherinas de las células adyacentes y su 
región citoplásmica interacciona con diversas proteínas de la familia Armadillo, 
como β-catenina o plakoglobina, a través de las cuales se conecta con los 
microfilamentos de actina del citoesqueleto. Las uniones mediadas por cadherinas 
generalmente se agrupan en diferentes partes de la célula formando las uniones 
adherentes (98). Existen distintos tipos de cadherinas, si bien en el endotelio se 
expresan solo unos tipos concretos: N-cadherina, P-cadherina, VE-cadherina 
(específica del endotelio vascular). En un principio se asoció exclusivamente a la 
VE-cadherina con la unión CE-CE; sin embargo, en la actualidad se sabe que están 
implicadas en desarrollo vascular, permeabilidad vascular, angiogénesis, 
transmigración de leucocitos e inhibición por contacto (10;26;27).  
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• Uniones célula-matriz extracelular: Se realizan a través de las integrinas. Es una 
gran familia de glicoproteínas de superficie celular que actúan como receptores de 
los componentes de la matriz extracelular. Estos sitios de unión integrinas-matriz 
extracelular se conocen como contactos focales (98). La estructura de las 
integrinas es heterodimérica, con una subunidad α y una subunidad β, unidas 
mediante enlaces no covalentes. Hasta el momento se han descrito 18 subunidades 
α y 8 subunidades β, que se asocian para formar hasta 24 heterodímeros 
diferentes (103). Al igual que las cadherinas, el dominio citoplásmico de las 
integrinas se une con el citoesqueleto de actina mediante proteínas adaptadoras. 
Algunas de éstas presentan actividad quinasa, como la quinasa de contactos 
focales (Focal Adhesion Kinase, FAK) y la quinasa ligada a integrina (Integrin-
Linked Kinase, ILK), e inician cascadas de señalización. Algunas de las funciones en 
las que están implicadas las integrinas son la adhesión celular estable, migración, 
supervivencia, proliferación y diferenciación. Muchos de estos efectos son los 
mismos que los que activan los receptores de factores de crecimiento. Se cree que 
este hecho puede proporcionar un aumento de la especificidad y un control sobre 
mayor número de procesos celulares (102). 
 Cabe destacar que existen otros tipos de uniones mediadas por otros 
receptores de adhesión, que asocian a las CE con otras células, como pericitos o 
células del músculo liso vascular. Se trata de uniones lábiles, de recambio rápido, no 
estructurales y destinadas fundamentalmente a fijar células circulantes a la superficie 
endotelial. Así, existen las uniones por moléculas de adhesión celular-
inmunoglobulina (Ig-CAM). En el endotelio, algunas de estas proteínas tienen un papel 
importante en el paso de los leucocitos hacia el tejido inflamado. En este grupo 
destaca PECAM-1 o CD31. Su dominio citoplásmico está anclado con los filamentos de 
actina mediante β y γ-catenina y participa no solo en la adhesión sino también en 
procesos de protección endotelial (41). 
 
1.1.3. Funciones 
El endotelio responde a estímulos diversos, desde hormonas a factores de 
crecimiento, así como a especies reactivas de oxígeno (ROS) que se producen en 
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relación con el proceso respiratorio y con mayor intensidad en la 
isquemia/reperfusión. En condiciones normales, las ROS son una parte relevante de la 
señalización sobre el endotelio, por ejemplo en su relación con las células de la 
sangre. En determinadas circunstancias, como la activación de leucocitos o el 
incremento de la presión en el interior del vaso, el endotelio se encuenta en lo que se 
denomina genericamente como “estrés”, y más específicamente, como “estrés 
oxidativo”, al ser corriente que los mecanismos estresantes se traduzcan en un 
incremento, a veces extremo, de ROS. 
Entre otras funciones fisiológicas, el endotelio participa en la regulación de la 
presión sanguínea y de la homeostasis hemodinámica, interacciona con el sistema 
inmune y en particular con el complemento, expresa receptores y presenta antígenos 
para la respuesta inmune. 
 Por último, el endotelio es el tejido encargado de la formación de nuevos vasos 
a partir de CE de vasos preexistentes, en el proceso conocido como angiogénesis. Si 
bien la angiogénesis no es frecuente en individuos adultos, si lo es en diversas 
patologías, como la angiogénesis tumoral y retinopatías proliferativas y 
neovascularización en general. En éstas se produce una gran cantidad de nuevos vasos 
por desregulación del balance entre factores angiogénicos y factores angioestáticos. 
 
1.2. Muerte celular inducida por pérdida de las uniones: Anoikis 
 La gran mayoría de las células que constituyen los órganos se encuentran 
genéticamente programadas para sobrevivir exclusivamente asociadas a la matriz 
extracelular y a las células adyacentes. Tan sólo las células de la sangre están 
programadas para poder sobrevivir sin asociación alguna. El desarraigo de las células 
(por diversas causas) de sus células vecinas y/o la matriz extracelular detiene la 
continua llegada de información proveniente de las uniones, generando una señal que 
inicia un proceso de muerte celular. La naturaleza de esta señal es desconocida, e 
incluso podría tratarse simplemente de una ausencia de señal de arraigo. 
 La pérdida de las uniones celulares es un potente estímulo para desencadenar 
la muerte celular programada (apoptosis). En 1994, Steven M. Frisch y Hunter Francis 
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describieron, por primera vez, la inducción de la apoptosis en células epiteliales por 
rotura de las uniones celulares y denominaron a este fenómeno anoikis, un término 
griego que significa “sin hogar” (an-oikos) (38). Se trata de un fenómeno descrito en 
una gran variedad de tipos celulares, incluyendo fibroblastos, células endoteliales, 
células epiteliales, neuronas, queratinocitos y células de los islotes pancreáticos. 
 El estudio de la anoikis ha adquirido mayor importancia con los hallazgos de 
señales de supervivencia provenientes de las uniones celulares. Se han descrito casos 
de anoikis en procesos de mantenimiento de la homeostasis y durante el desarrollo. 
Un claro ejemplo tiene lugar en las células epiteliales intestinales, que mueren por 
anoikis tras la pérdida de uniones con la superficie luminal de las crestas intestinales 
(49). Sin embargo, es en procesos patológicos donde la sensibilidad o resistencia 
frente a anoikis adquieren un papel crítico. Como ejemplo, en células tumorales, uno 
de los requisitos fundamentales para que ocurra una transformación metastática es la 
adquisición de resistencia frente a anoikis, es decir, ser capaces de sobrevivir en 
ausencia de uniones celulares (30;113). 
 Quedan, sin embargo, múltiples aspectos relativos a la anoikis que permanecen 
aún sin resolver, como la importancia del precondicionamiento anterior a la pérdida de 
las uniones; la actuación de factores de crecimiento, la inducción/represión de la 
expresión de genes o la activación/inhibición de rutas de señalización celular, que 
produce cambios que pueden desembocar en un aumento o disminución en la 
sensibilidad frente a anoikis. Estos hallazgos adquieren su importancia práctica en 
procesos tan diversos como las metástasis tumorales o el potencial de 
reendotelización a partir de CE desprendidas. Un punto de particular interés 
investigacional es la definición, aún no realizada, de los mecanismos que determinan 
que la muerte por desarraigo ocurra por apoptosis o necrosis. 
La dificultad en el estudio de la anoikis reside en la gran variedad de 
interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular que cada tejido presenta, ya 
que cada uno de los tipos de uniones celulares genera potencialmente un conjunto de 
señales de supervivencia; por esta razón, es de esperar que los resultados obtenidos 
en un tipo celular no puedan ser extrapolados a otro tipo o al mismo tipo celular pero 
en un microambiente distinto (47). Sin embargo, algunos aspectos relativos al 
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mecanismo de la anoikis sí pueden generalizarse. En este trabajo, hemos empleado el 
término “muerte por desarraigo” para referirnos a este fenómeno de forma genérica. El 
término “anoikis” queda para indicar específicamente la forma apoptótica de esta 
muerte. 
 
 1.2.1. Señales desde las uniones célula-matriz extracelular 
 La unión de las integrinas con sus ligandos de la matriz genera en el interior 
celular señales de supervivencia, en su mayoría iniciadas por las dos quinasas 
asociadas a las integrinas: FAK e ILK. Se ha descrito que tras la unión de las integrinas 
con sus ligandos, estas quinasas son capaces de activar las rutas de supervivencia 
PI3K/Akt (53), ERK (60;68) y JNK-MAPK (4). Los ejemplos más claros de esta 
implicación son aquellos en los que la sobreexpresión de FAK o ILK constitutivamente 
funcionales bloquea la anoikis, mientras que la expresión de mutantes negativos o la 
transfección con secuencias antisentido induce la anoikis aún en condiciones óptimas 
de adhesión celular (6;39). 
 
 1.2.2. Señales desde las uniones célula-célula 
 Las cadherinas forman las uniones célula-célula pero también son capaces de 
transducir señales de supervivencia. Por ejemplo, se ha descrito la asociación de la 
cascada de señalización PI3K con las cadherinas (11), así como con la ILK, pudiéndose 
considerar a esta quinasa como el enlace entre señalización célula-célula y 
señalización célula-matriz extracelular. 
 En la señalización desde las cadherinas, la β-catenina asociada en el dominio 
citoplásmico tiene un papel muy importante, puesto que, como se describirá más 
adelante, puede actuar como factor de transcripción para la expresión de diversos 
genes (ver apartado 1.3 de Introducción). 
 
 1.2.3. Mecanismos de ejecución de la muerte celular 
 Diversos estudios han descrito el papel de las proteínas de la familia de Bcl2 en 
el proceso de anoikis. Por ejemplo, se han descrito casos de bloqueo de la anoikis en 
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modelos in vitro donde se sobreexpresa Bcl-2 (39); igualmente, se ha observado una 
disminución de la proteína antiapoptótica Bcl-XL durante la anoikis (99). 
 El papel de ejecutor final de la anoikis, como proceso apoptótico, lo ejercen las 
caspasas, puesto que el empleo de inhibidores de amplio espectro de caspasas es 
capaz de bloquear la anoikis. Sin embargo, es difícil determinar una cascada de 
caspasas que se adapte a todos los modelos, dadas las diferentes implicaciones de 
unas rutas u otras en cada modelo (47). En la actualidad, los modelos muestran que, si 
bien son muchas las proteínas que sufren proteolisis inducida por caspasas, algunas 
forman parte de las rutas de supervivencia mediadas por el anclaje celular: Akt (8), FAK 
(48), β-catenina (112). 
En ciertas circunstancias, se ha descrito la implicación de ROS en procesos 
apoptóticos (117;119). Sin embargo, sobre el papel de ROS en la anoikis poco se 
conoce; Li y cols describieron un aumento de ROS en CE humanas cultivadas en 
suspensión así como una disminución de la anoikis cuando se pretrataba con agentes 
antioxidantes (70). Aún así, queda por determinar el papel en la anoikis de vías de 
señalización celular capaces de reducir la producción intracelular de ROS. 
 
1.3. El complejo cadherina - β-catenina 
 La β-catenina se encuentra, como ya se ha descrito, asociada al dominio 
citoplásmico de las cadherinas y liga, mediante α-catenina, las uniones célula-célula 
con el citoesqueleto. Esta β-catenina puede soltarse de la cadherina, quedando libre 
en el citoplasma, donde se asocia en un complejo con axina, APC (adenomatous 
polyposis coli) y GSK3β (glucógeno sintetasa quinasa 3β). Esta quinasa, que en estado 
no estimulado de la célula es activa, fosforila a β-catenina, lo que provoca que β-
catenina pueda ser ubiquitinada y se degrade por el proteasoma. Además, la 
fosforilación retiene a la β-catenina en el citoplasma, favoreciendo su degradación e 
impidiendo su translocación al núcleo y, por lo tanto, su acción como factor de 
transcripción (Figura 1). Los mecanismos referidos mantienen bajos los niveles de β-
catenina libre en el citoplasma (84). 
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 Existen distintos estímulos que evitan que β-catenina se degrade. La ruta 
clásica que permite la no degradación de β-catenina es la señalización por Wnt. Las 
Wnts son proteínas modificadas con lípidos que intervienen en muchos procesos del 
desarrollo y actúan a través de dos moléculas receptoras: Frizzled y LRP-5/6 
(lipoprotein receptor-ligated protein 5 y 6). La activación de la señalización por Wnt 
produce la inactivación de GSK3β por fosforilación. La β-catenina no fosforilada queda 
libre en el citoplasma y puede translocarse y entrar al núcleo, donde se une a la familia 
de factores de transcripción LEF/TCF (lymphoid enhancer factor/T-cell factor) e induce 
la expresión de genes (21), entre ellos algunos implicados en la proliferación (115) y la 




















 Otros estímulos que permiten la acumulación de β-catenina citoplásmica y el 
aumento de su actividad como factor de transcripción son los factores de crecimiento. 
FIGURA 1: Esquema del complejo cadherina-β-catenina, sus elementos reguladores y 
sus posibles destinos. Cuando la β-catenina β  se libera de la cadherina, se asocia en 
el citoplasma con APC, Axina y GSK3β; esta última se encarga de fosforilar a la β-
catenina, destinándola a degradación por el proteasoma. Cuando se inactiva la GSK3β 
(por señalización de Wnt, por factores de crecimiento que activan Akt o por distintos 
inhibidores, como el LiCl), la β-catenina no se degrada y puede entrar en el núcleo, 
donde actúa se asocia con LEF/TCF y actúa como factor de transcripción para la 































Se ha descrito que uno de los efectos de las cascadas de señalización es la inactivación 
de GSK3β, generalmente por fosforilación por Akt (62). Otro agente que lleva a la 
inactivación de GSK3β y, por tanto, la acumulación de β-catenina citoplásmica es el 
litio, ya que es capaz de actuar como inhibidor específico y no competitivo de la 
actividad de GSK3β (76). 
 La señalización inapropiada de β-catenina se ha implicado con diversos tipos 
de tumores; esta señalización se debe generalmente a mutaciones en los aminoácidos 
susceptibles de fosforilación que marcan a la β-catenina para degradación, por lo que 
se estabiliza, es capaz de entrar en el núcleo y promover la expresión de genes. 
Igualmente, no solo mutaciones en el gen de β-catenina sino en otros genes del 
complejo de regulación de β-catenina parecen estar relacionadas. Un caso muy claro 
es la implicación de APC, ya que se han descrito mutaciones inactivadoras en el 80% de 
casos de cáncer colorrectal (120). 
Puesto que la supervivencia en suspensión es un elemento clave en la 
diseminación de tumores, se ha relacionado la β-catenina con la supervivencia frente a 
anoikis; estudios recientes han demostrado que la estabilización de β-catenina in vitro 
obtenida mediante inactivación de GSK3β o mediante expresión regulable, aumenta la 
viabilidad de células mantenidas en suspensión (62;120). Si bien este fenómeno se ha 
descrito en células tumorales, es de gran interés conocer la implicación de la β-
catenina no sólo en la anoikis endotelial, sino en otros procesos potencialmente 
dañinos para el endotelio. 
 
1.4. El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) 
 El endotelio es diana de muchas moléculas que actúan como reguladores 
positivos de la angiogénesis. La principal molécula reguladora de la angiogénesis, 
tanto en procesos fisiológicos como patológicos, es el factor de crecimiento del 
endotelio vascular (vascular endothelial growth factor, VEGF). 
 El término VEGF engloba a una familia de glicoproteínas homodiméricas 
constituida por cinco miembros: VEGF A, B, C, D y factor de crecimiento placentario 
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(placental growth factor, PlGF), que pueden unirse a tres diferentes receptores de 
membrana: VEGFR1, VEGFR2 y VEGFR3 (114). 
 
 1.4.1. Familia de VEGF 
 El VEGF-A existe como 4 isoformas principales de 121, 165, 189 y 206 
aminoácidos, producidas por “splicing” alternativo del ARN obtenido del gen del VEGF. 
(23) (Figura 2). Existen otras isoformas de VEGF menos comunes (145 y 183) cuya 
expresión se localiza en tejidos muy concretos. 
 PlGF se une solamente con VEGFR1 e induce un patrón de expresión de genes 
diferente al que induce VEGF-A al unirse a VEGFR1 (7). En ocasiones, pueden formarse 
heterodímeros PlGF/VEGF, que pueden unirse a VEGFR2 e incluso a heterodímeros 
VEGFR1/VEGFR2. La expresión de PlGF está localizada predominantemente en 
placenta, corazón y pulmón. 
 VEGF-D se expresa como pre-proteína y necesita de un procesamiento en 
ambos extremos para ser activa. En su forma madura, puede unirse a VEGFR2 y 
VEGFR3. Se ha visto que induce linfangiogénesis y angiogénesis en distintos modelos 
in vivo (16) y en ciertos tumores (2). Su expresión tiene lugar en todos los tejidos 













FIGURA 2: Estructura del gen del VEGF humano, indicando los diferentes sitios de unión y la 
composición de exones de cada isoforma de VEGF. La presencia del sitio de unión a heparina 
determina la solubilidad de las isoformas, siendo VEGF206 la más afín por la matriz y VEGF121
la más soluble. El VEGF165 es la más abundante y presenta características de solubilidad 
intermedias. 


















 Estos miembros de la familia de VEGF tienen gran interés para los abordajes 
experimentales, por su capacidad para unirse en exclusiva a uno u otro receptor de 
VEGF, permitiendo discernir la implicación de cada receptor en los propiedades 
biológicas de VEGF. 
 
 1.4.2. Receptores de VEGF 
 Los miembros de la familia de VEGF se unen a receptores de tipo tirosina 
quinasa. Se han identificado tres receptores de VEGF: VEGFR1 (Flt-1), VEGFR2 
(KDR/Flk-1) y VEGFR3 (Flt4). Todos ellos comparten una estructura altamente 
conservada, con siete dominios semejantes a inmunoglobulinas en la región 
extracelular, un dominio transmembrana y un dominio citoplásmico con la región 
tirosina quinasa interrumpida por una región no catalítica. La expresión de estos 
receptores se restringe a las CE (vasculares y linfáticas) salvo en algunos casos 
particulares (23). Una importante diferencia entre los distintos receptores es la 
especificidad por el sustrato, ya que cada tipo puede unir sólo algunos miembros de la 













1.4.3. Regulación de la expresión génica de VEGF 
 El principal factor en la regulación de la expresión génica de VEGF es la tensión 
de oxígeno, ya que una baja tensión provoca un aumento de la expresión del ARNm de 
S-SS-S

















FIGURA 3: Receptores de 
VEGF y su afinidad por los 
distintos miembros de la 
familia de VEGF. La forma 
soluble del VEGFR1 
(sVEGFR1) actúa como 
correceptor retirando el 
exceso de VEGF y PlGF. El 
receptor celular denominado 
neuropilina 1 (Nrp-1) ancla 
VEGF a la membrana y 
aumenta, de este modo, la 
cantidad de VEGF-A165 que 
se presenta al VEGFR2. De 
este modo incrementa la 




VEGF. El factor inducible por hipoxia (HIF-1) es el sensor de esta tensión de oxígeno. 
En condiciones de normoxia, la subunidad α de HIF-1 se sintetiza continuamente, pero 
al mismo tiempo se está degradando por el proteasoma, impidiendo que HIF-1 actúe; 
en condiciones de hipoxia, la subunidad α se mantiene estable (no se marca para 
degradación), puede entrar en el núcleo y unirse al promotor de VEGF, que presenta 
secuencias de reconocimiento conocidas como hypoxia-responsive elements (HRE), 
presentes también en otros genes que responden a hipoxia (95). 
 Algunos factores de crecimiento (EGF, TGF-α, TGF-β, keratinocyte growth 
factor, insulin-like growth factor, FGF, PDGF) también aumentan la cantidad del ARNm 
de VEGF (34). Algunas transformaciones celulares, como mutaciones en oncogenes 
(96) o en genes supresores de tumores (107) incrementan la expresión de VEGF; este 
último aspecto facilitaría la progresión del tumor por la inducción de angiogénesis 
para nutrir al tejido neoplásico. 
 
1.4.4. Señalización por VEGF y sus efectos sobre el endotelio 
 Cuando se habla de señalización por VEGF en CE, casi todos los estudios se han 
centrado en la originada desde VEGFR2; en parte se debe a que, si bien la afinidad por 
el sustrato de VEGFR1 es mayor (Kd = 10 pM), la autofosforilación y el incremento de 
la actividad quinasa no es muy elevado y la señalización intracelular es más débil. No 
se considera al VEGFR3 puesto que su expresión se restringe al endotelio linfático. 
 La señalización por VEGFR2 comienza cuando se une VEGF, lo que tiene como 
resultado la dimerización y fosforilación de diversas tirosinas en el dominio quinasa 
del receptor, poniéndose en marcha distintas cascadas de señalización (TABLA 1)  
 
 Acciones Mecanismos 
VEGFR1 • Reorganización actina • Activación p38-MAPK 
VEGFR2 • Proliferación 
• Supervivencia/Protección 
• Permeabilidad 
• Migración celular 
• Activación ERK 
• Activación PI3K/Akt, inhibición Bad y Caspasa 9 
• Activación PI3K/Akt – eNOS 
• Activación p42/p44-MAPK 
 
 
TABLA 1: Acciones propuestas desencadenadas por señalización a través de los 




 Las propiedades protectoras de VEGF han sido estudiadas extensamente. Se 
conoce la capacidad de VEGF de inducir la expresión de proteínas antiapoptóticas, 
tales como Bcl-2 y A-1, que actúan tanto reduciendo la actividad de caspasas como 
induciendo inhibidores de apoptosis (IAP) como la survivina (87;118). Además, se 
conoce la capacidad de VEGF de activar una ruta principal de supervivencia celular: 
PI3K/Akt. La actividad quinasa de Akt fosforila a distintas proteínas, algunas para su 
inactivación (Bad y caspasa 9) y cuyo resultado es la inhibición de la apoptosis. Akt es 
responsable, mediante la fosforilación de NO sintasa endotelial (eNOS), de incrementar 
la producción de óxido nítrico (NO) y prostaciclina (PGI2), mediadores también de la 
supervivencia endotelial (122). 
 Cabe destacar que la capacidad de señalización de VEGFR2 está muy influida 
por el estado de adhesión de las CE. Se ha visto que la VE-cadherina forma un 
complejo con VEGFR2 necesario para que el receptor pueda señalizar (17). Igualmente, 
se ha descrito que VEGFR2 es incapaz de fosforilarse si no hay una correcta adhesión a 
través de la integrina αvβ3; en este caso, el receptor se encuentra desacoplado y 
requiere de la subunidad β3 para la dimerización y fosforilación del dominio quinasa 
(110). En relación al tema de esta tesis, si bien como acabamos de señalar, la señal de 
VEGF se halla bloqueada en CE en suspensión, no se conocen los efectos del 
precondicionamiento con VEGF previo a la pérdida de adhesión. 
Muchas otras rutas se ponen en marcha por la acción de VEGF, si bien los 
efectos del VEGF sobre el endotelio (proliferación, supervivencia, migración y 
permeabilidad) se pueden explicar por los mecanismos anteriores (23). 
 
1.5. La ruta JAK/STAT 
 Una de las rutas recientemente identificada como activada por VEGF es la Janus 
Kinase/ Signal Transducers and Activators of Transcription (JAK/STAT). Con 
anterioridad, ya se había descrito la activación de esta ruta por PDGF y por EGF (9), y 
recientemente se han identificado varios ligandos más con capacidad activadora de la 
vía. Ésta, prácticamente desconocida hasta hace poco tiempo, está demostrando una 
importancia insospechada como medio de señalización. La disponibilidad de abordajes 
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farmacológicos de estimulación e inhibición incrementa aún más su interés y las 
potencialidades prácticas de intervenciones sobre esta vía. 
 
 1.5.1. Señalización y efectos 
 La ruta en sí es bastante sencilla: la unión del ligando (ya sea citoquina o factor 
de crecimiento) al receptor produce un cambio conformacional en el dominio 
citoplásmico, provocando la activación de unas quinasas de la familia JAK asociadas al 
receptor. Estas JAKs son capaces de fosforilar residuos de tirosina específicos del 
receptor, que actúan como puntos de anclaje de las STATs. Posteriormente, las STATs 
son fosforiladas por las JAKs en un residuo de tirosina, se sueltan del receptor, 
dimerizan y se translocan al núcleo. Allí actúan como factores de transcripción, 
uniéndose a secuencias específicas de promotores de genes conocidas como GAS 













 Hasta el momento, en mamíferos se han descrito 4 JAKs diferentes: JAK1, JAK2, 
JAK3 y TYK2; la familia de STAT esta formada por 7 miembros: STAT 1, 2, 3, 4, 5A, 5B 
y 6 (1). Las diversas combinaciones de JAK y STAT, así como la posibilidad de las 
STATs de formar heterodímeros facilitan la participación de esta ruta en multitud de 
eventos celulares: proliferación, diferenciación, migración y apoptosis (97). 
FIGURA 4: Esquema de la ruta 
JAK/STAT. Las JAKs se 
encuentran asociadas a los 
receptores y se fosforilan 
cuando se une el ligando 
(citoquina, factor de 
crecimiento). Las JAKs 
fosforiladas son capaces de 
fosforilar a las STATs, que 
forman un dímero y entran en 
el núcleo, donde se unen a 
secuencias específicas de 
promotores de genes 
conocidas como GAS, 













 Si bien la importancia de esta ruta se ha resaltado en células del sistema 
inmune, recientemente se ha visto su influencia en formas de estrés celular tan 
diversas como la exposición a endotoxinas, luz ultravioleta o hiperosmolaridad (31). 
Sin embargo, en el caso del endotelio, se desconoce la implicación de esta ruta en 
otras formas de estrés celular, tales como la pérdida de uniones, la deprivación de 
suero o el estrés oxidativo. 
 En los últimos cinco años, se ha descrito que la ruta JAK/STAT se activa en 
diversos tipos celulares tratados con donadores o generadores de ROS. Así, Sandberg y 
Sayeski (105) han comunicado que la activación de JAK2 por H2O2 está involucrada en 
la apoptosis de células de músculo liso vascular; más recientemente, se ha realizado 
una observación similar en astrocitos (45). Además, las lipoproteínas de baja densidad 
oxidadas (oxidized low density lipoproteins, oxLDL) son capaces de inducir la 
activación de miembros de la familia JAK (78). En conjunto, estos hallazgos indican que 
esta familia de quinasas se activa por estrés oxidativo. Entre los tipos celulares en que 
se ha identificado la activación de JAK2 durante oxidación no se ha estudiado el 
endotelio vascular. La CE es una de las dianas de las ROS producidas en procesos de 
isquemia/reperfusión y por leucocitos activados (92), por lo que se convierte en un 
objetivo principal de estudio, con numerosas posibilidades de aplicación. 
 
1.5.2. Inhibición de JAK/STAT 
 En el estudio de JAK/STAT, una de los herramientas empleadas ha sido la 
inhibición farmacológica de los distintos elementos de la ruta.  En la actualidad, los 
estudios sobre la inhibición de JAK/STAT son escasos y, en ocasiones, contradictorios. 
La mayoría de la información proviene del campo de la medicina cardiovascular, donde 
esta vía tiene un papel importante en el desarrollo de un fenotipo cardioprotector (52). 
Así, por ejemplo, en distintos modelos de infarto de miocardio, en unos casos la 
activación de JAK/STAT inhibe la apoptosis de los cardiomiocitos (78); por el contrario, 
en otro modelo, es la inhibición de esta ruta con AG490 la que reduce la cantidad de 
miocitos apoptóticos (77). La ruta JAK/STAT se halla también implicada en el efecto 
antiapoptótico de G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) en miocardio 
isquémico (51). Esos datos indican que la inhibición de JAK/STAT, activada por estrés 
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celular, puede tener un papel positivo o negativo en la supervivencia celular 
dependiendo de circunstancias no suficientemente caracterizadas. Por su gran 
importancia potencial, este punto preciso, el esclarecimiento del papel de esta ruta y, 
más concretamente, de su inhibición en la supervivencia de las CE, ha sido un objetivo 
central de esta tesis. 
Para la inhibición de JAK2, uno de los miembros de esta familia, se empleó 
AG490. Se trata de un miembro de familia de las tirfostinas utilizado por primera vez 
como inhibidor de la actividad quinasa de JAK2 en 1996 por Meydan y cols (80). En la 
actualidad es el inhibidor más empleado para bloquear la ruta JAK2/STAT. Si bien se 
conoce su actividad como inhibidor de JAK2, se sabe relativamente poco sobre otros 
efectos que puede tener sobre la célula. Se ha descrito la capacidad de AG490 de 
inhibir la autofosforilación del receptor de EGF e incluso la actividad quinasa de JAK3; 
sin embargo, no se ha detectado expresión de JAK3 en el endotelio, estando 
aparentemente más restringida a otros tipos celulares, como linfocitos (20). 
El uso de inhibidores es siempre susceptible de críticas desde el punto de vista 
de la especificidad. En este sentido, la transfección de formas dominantes negativas de 
JAK2 es una herramienta complementaria que permite la inhibición prácticamente total 
de JAK2, pudiéndose así asegurar su participación en un determinado mecanismo. 
La identificación del papel de las vías enumeradas en la supervivencia endotelial 
es un objetivo prioritario en biología vascular, y con un amplio campo de aplicaciones 



































1. Estudio de la respuesta de muerte celular endotelial ante el desarraigo. 
 La información disponible acerca de las transformaciones y destino final de las 
CE desprendidas de la monocapa es extremadamente escasa. El obtener datos acerca 
de este aspecto de la biología endotelial tiene importancia crítica en, al menos, dos 
temas: comprender el significado de las CE circulantes en los mecanismos de 
reparación/regeneración endotelial y aportar bases de interpretación a los mecanismos 
de metástasis tumoral. 
2. Estudio del papel de la vía JAK/STAT en la célula endotelial. 
 
 En distintos tipos celulares, la ruta de señalización JAK/STAT ha adquirido gran 
relevancia al asociarse su activación o inhibición a diferentes formas de estrés celular. 
Sin embargo, en el endotelio vascular, esta ruta no está caracterizada. Resulta 
prioritario conocer su implicación en algunas situaciones de estrés en que el endotelio 
puede encontrarse in vivo, el desarraigo o el estrés oxidativo. 
 
Objetivos específicos 
1. Analizar la muerte de CE por desarraigo, caracterizando los posibles 
mecanismos implicados, con especial referencia a la forma apoptótica de esta 
muerte, la anoikis. 
2. Analizar el papel de la ruta JAK2/STAT y de su inhibición en la muerte de CE 
por desarraigo. 
3. Determinar el papel de la β-catenina como molécula de doble función, 
estructural y de señalización transcripcional. 
4. Analizar el papel de la ruta JAK2/STAT y de su activación/inhibición en el daño 
celular por estrés oxidativo. 
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3.1. Cultivos Celulares 
 3.1.1. Obtención y cultivo primario de células endoteliales (CE) 
Todas las CE utilizadas en esta tesis han sido empleadas en cultivo primario. 
Las CE se aislaron de aorta bovina según modificaciones del método de Jaffe y cols 
(5;18;82). Se recogieron las aortas bovinas en Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline 
(DPBS) suplementado con penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 µg/ml), fungizona 
(0,67 µg/l) y vancomicina (6,4 µg/ml). Tras limpiar el tejido conectivo y ligar los vasos 
secundarios para evitar la salida del líquido, se llenaron las aortas con DPBS + 
colagenasa tipo II (0,5 mg/ml). Se incubaron a 37ºC durante 20 min, tras los cuales se 
paró la reacción con RPMI-1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 2 
mM de glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina. Se recogió el 
líquido que contiene las CE, se centrifugó a 1800 rpm durante 10 min y se recogió el 
precipitado en el mismo RPMI-1640 usado anteriormente. Este volumen se sembró en 
frascos de cultivo y se cultivó a 37ºC y 5% de CO2 en un incubador humidificado. Una 
vez que las CE llegaron a confluencia, se levantaron con tripsina (0,25 %)/EDTA (0,01 
M) y se sembraron en placas. Después de este primer pase, se utilizó un medio 
selectivo para CE: medio esencial mínimo con D-Valina (MEM D-Val), suplementado 
con 20% de SFB, penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 µg/ml) y aminoácidos no 
esenciales (1x). Las células se usaron entre los pases 2 y 5 para los diferentes 
experimentos. Las células se caracterizaron como endoteliales por su fenotipo 
característico y apariencia en "pavimento", crecimiento en monocapa y tinción con 
anti-Factor VIII. Con anterioridad, el Laboratorio había realizado una caracterización 
exhaustiva de estas células, incluyendo tinciones para filamentos intermedios 
(desmina, vimentina), F-actina y microscopía electrónica. 
 
 3.1.2. Cultivo de MG63 y preparación de medio condicionado (MC) 
 Estas células osteoblásticas tumorales se seleccionaron, en primer lugar, por su 
capacidad de producir VEGF basalmente en cantidades importantes, que se incrementa 
en condiciones de hipoxia (3). Por otra parte, las MG63 son células tumorales que 
crecen adecuadamente en el mismo medio que las CE, lo que constituye un factor 
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esencial para preparar el MC, puesto que las CE son extremadamente sensibles a los 
cambios de medio.  
Las MG63 se obtuvieron de la Colección Americana de Cultivos Tipo (ATTC CRL 
1427) y se crecieron en Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM) suplementado 
con 10% de SFB, glucosa (1 g/L), L-glutamina (2 mM), penicilina (100 U/ml) y 
estreptomicina (100 µg/ml).  
Los experimentos se realizaron con células confluentes en medio libre de 
suero. Para preparar el MC, una vez llegadas las células a confluencia, se reemplazó el 
medio DMEM por MEM D-Val sin suero. Después de 24h de incubación, el medio se 
recolectó y se filtró para eliminar posibles restos de células tumorales. Este medio se 
añadió a las CE sin realizar modificaciones. 
 
 3.1.3. Transfección de CE 
 Se empleó como agente transfectante Lipofectina. Las CE se sembraron a una 
concentración de 20000 cels/cm2 sobre placas P50 o sobre pocillos de P6 o P12 según 
el diseño experimental. Al día siguiente, se realizó la transfección. Para ello, a dos 
tubos con medio MEM D-Val (sin ningún suplemento) se añadió Lipofectina (15 μl por 
cada ml de medio) o ADN (3 μg/ml) respectivamente. Se dejaron a tª ambiente durante 
45 min y, posteriormente, se mezclaron y se incubaron 30 min más. Las CE se lavaron 
con medio MEM D-Val (sin suplementos) y se les añadió la mezcla MEM D-Val -ADN-
lipofectina. Este medio se dejó durante 24 h, transcurrido el cual se cambió por medio 
de crecimiento MEM D-Val con 20% de SFB, penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 
µg/ml) y aminoácidos no esenciales (1x). 
 Se emplearon plásmidos que expresaban una forma “wild-type” de JAK2 o una 
forma dominante deficiente en el dominio quinasa de JAK2 (Cedidos por el Dr. Dwayne 
L Barber, Ontario Cancer Institute, Toronto, Canadá) para abordar el bloqueo de JAK2 
por un método diferente al inhibidor AG490. Para la sobreexpresión de β-catenina, se 
empleó un plásmido que portaba la secuencia completa de β-catenina (Cedido por la 
Dra. Amparo Cano, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Autónoma de 
Madrid). Paralelamente, en todas los casos se transfectó con el vector vacío para 
determinar el posible efecto de toda la maniobra de transfección. 
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 Para evaluar la eficacia de la transfección, se empleó el plásmido pEGFP-N1 
vector (BD Biosciences). En todos los casos, la eficacia de transfección fue superior al 
50%. 
 
3.2. Maniobras de daño endotelial 
Las CE en cultivo son muy sensibles a diferentes tipos de daño celular, desde la 
rotura de las uniones hasta el estrés oxidativo, incluyendo el cultivo en ausencia de 
suero. Con el fin de conocer mejor los mecanismos implicados en estos procesos, las 
CE se sometieron a diversos estímulos. 
De modo general, y si no se indica lo contrario, las CE en confluencia se 
depletaron con MEM D-Val con 1% SFB durante 24 h con objeto de sincronizar las CE, 
al detenerse la división celular por inhibición por contacto, y de llevarlas a un estado 
basal semejante al que se encuentran en los vasos sanguíneos. Para conocer la 
implicación de las diversas rutas de señalización, se emplearon inhibidores 
farmacológicos específicos, a concentraciones previamente caracterizadas en nuestro 
Laboratorio. El tratamiento con estos inhibidores fue siempre similar, poniendo el 
inhibidor 45 min antes de realizar el estímulo de daño sobre las CE. Las maniobras de 
agresión endotelial fueron las siguientes: 
 
 3.2.1. Cultivo en ausencia de suero 
 Tras 24 h de depleción, las CE se cultivaron en MEM D-Val sin suplemento de 
SFB, durante un periodo de tiempo variable, según el mecanismo a examinar. 
 
 3.2.2. Estrés oxidativo 
 Tras 24 h de depleción, las CE se cultivaron en MEM D-Val sin SFB en presencia 
de H2O2 (de 100 µM a 1 mM) o Xantina Oxidasa (XO, 5 mU) + Hipoxantina (HX, 2 mM) 
(44;58) como agentes productores de ROS. En otra serie de experimentos se 
emplearon drogas o medios que ejercen daño endotelial por la generación de ROS de 
manera indirecta. 
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 Para asemejar las condiciones en las que se conservan los órganos para 
trasplantes, utilizamos medio de conservación de órganos EuroCollins; la exposición 
de estas células a esta solución provoca un daño oxidativo (93). 
 En otra serie de experimentos vinculados a la agresión endotelial en el 
trasplante, empleamos ciclosporina (CsA, 10 µM), que además de bloquear a la 
ciclofilina, induce la producción de ROS (73). 
 Las concentraciones empleadas fueron determinadas mediante experiencias 
previas de nuestro Laboratorio. La duración del experimento fue variable dependiendo 
del mecanismo a determinar. 
 
 3.2.3. Cultivo en suspensión 
 Una vez superado el periodo de depleción, las CE se sometieron a los distintos 
pretratamientos durante otras 24 h. Posteriormente, las CE se cultivaron en 
suspensión; para ello, se despegaron con tripsina (0,25 %)/EDTA (0,01 M) y se 
resuspendieron en MEM D-Val al 1% SFB, con el fin de evitar muerte debida a la 
ausencia completa de SFB, vg, factores de crecimiento. Estos experimentos se llevaron 
a cabo con dos métodos diferentes. 
1. Las CE resuspendidas se transfirieron a un frasco agitador de 100 ml con agitador 
(Integra Biosciences) con las paredes pretratadas con Sigmacote para evitar la 
adhesión celular a las paredes. Para la preparación de los frascos agitadores, por 
las paredes de cada frasco agitador se dejó caer 10 ml de Sigmacote hasta cubrir 
toda la pared, se recogió el exceso y se dejó secar lo que quedó adherido a las 
paredes. A distintos tiempos, se recogieron 2 ml del volumen de suspensión y se 
procesó para citometría de flujo. 
2. Las CE resuspendidas se repartieron en pocillos de P6 o en placas P50 tratados con 
Poly-2-hidroxietilmetacrilato (Poly-HEMA), que impide la adhesión celular. Para la 
preparación de los pocillos, se dejaron secar con 0.1 ml/cm2 de Poly-HEMA (12 
mg/ml) diluido en etanol 95% estéril, en un ambiente estéril. Este proceso se 
repitió dos veces. Antes de su uso, los pocillos se lavaron dos veces con PBS células 
estéril. A los tiempos indicados, se recogió el volumen de cada pocillo (2 ml) y se 
procesó para citometría de flujo.  
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 Ambos métodos proporcionaron resultados similares; por esta razón, se 
empleó principalmente el método del Poly-HEMA para los experimentos por su menor 
gasto y mayor sencillez y la posibilidad de preparar más réplicas. 
 
3.3. Citometría de flujo 
Se realizó por el método de Nicoletti y cols modificado (85). Las CE se 
recogieron, según el diseño experimental, en confluencia o en suspensión. Una vez 
recolectadas, las CE se centrifugaron a 900 rpm durante 10 min. Se retiró el 
sobrenadante y se resuspendieron en suero fisiológico que contenía Ioduro de Propidio 
(IP, 0,1 mg/ml) (Sigma), Igepal 0,05% y RNasa (20 μg/ml). Se dejó durante 1h en 
oscuridad a 4ºC. La fluorescencia del IP se analizó en un citómetro FACSCalibur (BD 
Biosciences) mediante el programa CELLQuest (BD Biosciences). Se registró el 
porcentaje de células por debajo del pico G0/G1 como células muertas. 
 
3.4. Ensayo de resiembra sobre Matrigel 
 Las CE se cultivaron en suspensión como se indica en el apartado 3.2.3. A 
diferentes tiempos (0 a 48 h), las CE se recogieron y se sembraron en pocillos de P12 
tratados con Growth Factor-Reduced Matrigel. El Matrigel es un preparado de 
membrana basal solubilizado extraído de un tumor muy rico en proteínas de matriz 
extracelular. Una vez reconstruido sobre los pocillos, actúa como una matriz 
extracelular in vivo sobre la que las CE pueden crecer, haciendo del Matrigel un 
sustrato adecuado para los estudios de resiembra, así como de proliferación o 
migración. Las CE se crecieron sobre el Matrigel en el medio de la suspensión (MEM D-
Val al 1% SFB) durante 24 h, tras las cuales se fijaron con Merckofix y se tiñeron con 
cristal violeta (1% en solución salina). Las CE se fotografiaron con una cámara digital 
Nikon Coolpix 995, acoplada a un microscopio invertido Leica. Las diferencias se 
determinaron contando el número de células en 10 campos al azar por dos 
observadores independientes, que ignoraban el tipo de experimento. 
 Para preparar los pocillos con Matrigel, se diluyó 1:1 con PBS frío, se añadió 
150 µl en cada pocillo y se dejó polimerizar durante 1-2 h a 37 ºC. 
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3.5. Ensayo de actividad de la caspasa 3 
 La actividad de la caspasa 3 se cuantificó usando el Kit comercial específico: 
“Caspase 3 assay kit”, de acuerdo con las instrucciones comerciales. Este método se 
basa en la ruptura, por acción de la caspasa 3, del sustrato fluorogénico Ac-DEVD 
AMC. Las CE se crecieron hasta confluencia en pocillos de P12, se depletaron con MEM 
D-Val al 1% SFB durante 24 h y se expusieron, durante otras 24 h, a distintas 
maniobras de daño endotelial. Tras este tratamiento, las CE se lisaron con tampón de 
lisis ensayo caspasa 3. Del lisado obtenido (75 µl), una parte se empleó para medir la 
concentración de proteínas (25 µl) y al resto (50 µl) se le añadió el tampón de ensayo 
de caspasa 3. Se dejó en oscuridad durante 2 h a 37ºC y se midió la fluorescencia 
(λexcitación: 380 nm; λemisión: 440 nm). Los resultados presentados son relativos a la 
concentración de proteínas. 
 
3.6. Ensayo de citotoxicidad mediante liberación de lactato 
deshidrogenasa (LDH) 
 Para cuantificar el daño celular se empleó el kit comercial “Cytotox 96® non-
radioactive cytotoxicity assay”. Las CE, crecidas hasta confluencia en pocillos de P96, 
se depletaron con MEM D-Val al 1% SFB durante 24 h y se sometieron a diversos 
estímulos potencialmente productores de daño endotelial, en un volumen total de 150 
µl. A las 24 y 48 h de poner a las CE en condiciones deletéreas, se recogieron 50 µl de 
medio para determinar la actividad de lactato deshidrogenasa (LDH) liberada al medio, 
mediante una reacción enzimática colorigénica (medida de absorbancia a 490 nm). 
Posteriormente se lisaron las CE con Triton X-100 y se determinó la cantidad total de 
LDH que contenían las CE. La medida relativa de liberación de LDH a las 24 y a las 48 h 
se obtuvo como el cociente entre la LDH medida a las 24 o a las 48 h y la LDH total. 
 
3.7. Análisis de proteínas 
 3.7.1. Extracción de proteínas 
Se usaron distintos tampones de extracción, con objeto de realizar una 
separación diferencial de fracciones celulares u obtener extractos totales que incluían 
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las proteínas ancladas a la membrana celular. El empleo de cada tampón dependió de 
la/s proteína/s que se quisieron determinar tras cada experimento. 
En todos los casos, las CE se recogieron mediante raspado (en el caso de CE 
confluentes en monocapa) o mediante centrifugación (en el caso de CE en suspensión), 
se lavaron con PBS células y se les añadió el tampón de extracción (TABLA 2). 
 
Tampón Composición Referencias 
T. RIPA (proteínas 
totales) 
50 mM Tris HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% Igepal, 0.5% Deoxycholate, 
0,1% SDS, 2 mM EDTA, 1 mM Na3VO4, 10 µg/ml Leupeptina, 5 µg/ml 





Prots citosólicas: 10 mM Hepes pH 7,6, 10 mM KCl, 0,1 mM EDTA, 0,1 
mM EGTA, 0,5 % Igepal, 0,5 mM PMSF, 3 mM DTT, 2,5 µg/ml 
Aprotinina, 2,5 µg/ml Pepstatina A, 2,5 µg/ml Leupeptina. 
Prots nucleares: 20 mM Hepes pH 7,6, 0,4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM 
EGTA, 0,5 mM PMSF, 3 mM DTT, 2,5 µg/ml Aprotinina, 2,5 µg/ml 





50 mM Tris HCl pH 6,8, 5 mM MgCl2, 0,5% Igepal, 1μg/ml Pepstatina, 





3.7.2. Western Blot 
Las muestras de lisados celulares se calentaron a 95 ºC durante 10 min y se 
separaron en gel de SDS-poliacrilamida (bajo condiciones reductoras – 10% 2-
mercaptoetanol) y se transfirieron a membrana de nitrocelulosa. Las membranas se 
bloquearon durante 1 h con PBT o TBT + 5% leche descremada en polvo y se incubaron 
toda la noche a 4 ºC con el anticuerpo primario. Tras tres lavados de 5 min con TBT o 
PBT según corresponda, las membranas se incubaron con el correspondiente 
anticuerpo secundario durante 1 h, a tª ambiente. Tras cuatro lavados de 15 min, las 
proteínas se detectaron mediante quimioluminiscencia (ECL). 
Para normalizar la cantidad de proteínas cargadas en los geles, las membranas 
se lavaron y rehibridaron para determinar la α-tubulina. La cuantificación de la 
intensidad de las bandas se realizó empleando el software ImageJ (NIH, Bethesda). 
TABLA 2 
TABLA 2: Tampones empleados para la extracción diferencial de proteínas 
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Las condiciones de los Western blots, así como los anticuerpos empleados, se 
describen en la tabla 3. 
 
Ac 1ario Incubación 1ario Ac 2ario Incubación 2ario Kda Casa Comerciales 
Akt 1/1000 en TBT + 
5% BSA Ac-conejo 
1/2000 en TBT + 
5% leche 60 
Cell Signaling 
Bax 1/2000 en PBT + 
5% leche Ac-conejo 
1/4000 en PBT + 
5% leche 23 
Santa Cruz 
Biotechnology Inc.
Bcl-2 1/500 en TBT + 5% 
BSA Ac-ratón 
1/6000 en TBT + 
5% leche 26 
BD Biosciences 
Fosfo-Akt 1/1000 en TBT + 
5% BSA Ac-conejo 
1/2000 en TBT + 
5% leche 60 
Cell Signaling 
Fosfo-GSK3 α/β 1/1000 en TBT + 
5% BSA Ac-conejo 
1/2000 en TBT + 
5% leche 51, 46 
Cell Signaling 
Fosfo-JAK2 1/1000 en TBT + 
5% BSA Ac-conejo 
1/6000 en TBT + 




1/1000 en TBT + 
5% BSA Ac-conejo 
1/2000 en TBT + 
5% leche 44/42 
Cell Signaling 
GSK3β 1/1000 en TBT + 
5% BSA Ac-conejo 
1/2000 en TBT + 
5% leche 46 
Cell Signaling 
JAK2 1/1000 en TBT + 
5% BSA Ac-conejo 
1/6000 en TBT + 
5% leche 130 
Cell Signaling 
p44/p42-MAPK 1/1000 en TBT + 
5% BSA Ac-conejo 
1/2000 en TBT + 
5% leche 44/42 
Cell Signaling 
α-tubulina 1/2000 en PBT + 
5% leche Ac-ratón 
1/6000 en PBT + 
5% leche 50 
Sigma-Aldrich 
β-catenina 1/1000 en TBT + 
5% leche Ac-conejo 
1/6000 en TBT + 





Ser47 y Thr41) 
1/1000 en TBT + 
5% leche Ac-ratón 
1/2000 en TBT + 





3.7.3. Ensayo de retardo en movilidad electroforética 
El ensayo de retardo en movilidad electroforética (Electrophoretic mobility shift 
assay, EMSA) se desarrolló empleando proteínas nucleares (8 µg) y diferentes 
oligonucleótidos consenso (ADNds, 0,5 ng) marcados con [γ-32P] dATP en tampón de 
unión de EMSA 1x, al que se incluyó Poly (dI-dC) como ADN competitivo. Tras la 
incubación, las muestras se separaron mediante electroforesis en geles de acrilamida–
TABLA 3: Anticuerpos empleados, incluyendo sus condiciones de empleo, el peso 
molecular de la proteína que reconocen y la casa comercial que lo distribuye 
TABLA 3 
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bisacrilamida al 6% en TBE 0,25x. Los geles se secaron y se expusieron a películas X-
Omat durante 24 h a -80 ºC. 
Los oligonucleótidos comerciales (Santa Cruz Biotechnology Inc.) empleados 
fueron: 
Oligonucleótidos Stat3: 5’ - GAT CCT TCT GGG AAT TCC TAG ATC - 3’ 
                                     3’ - CTA GGA AGA CCC TTA AGG ATC TAG – 5’. 
 
3.8. Ensayo de actividad de β-catenina/TCF (TOP/FOP) 
 Para estos ensayos de actividad de β-catenina/TCF, las CE crecidas en pocillos 
de P24 hasta un 60-80 % de confluencia se transfectaron mediante Lipofectina con 20 
ng de pTK-Renilla (Promega) y 200 ng de pTOPFLASH (Top) o pFOPFLASH (Fop) 
(Cedidos por la Dra. Amparo Cano, Instituto de Investigaciones Biomédicas, CSIC, 
Universidad Autónoma de Madrid). Estos plásmidos contienen, respectivamente, sitios 
multiméricos de unión LEF/TCF “wild-type” (TOP) o mutantes (FOP) fusionados con un 
gen reportero de luciferasa (33). Tras 6 h de transfección en ausencia de SFB, las 
células se crecieron en MEM D-Val+20% SFB. Las CE fueron, posteriormente, sometidas 
a las condiciones experimentales durante 24 h, tras las cuales se midió la actividad 
luciferasa y Renilla mediante el uso del kit comercial “Dual Luciferase Reporter Kit”. 
 En algunas ocasiones, se transfectó a la vez con 400 ng de un plásmido 
activador que codifica para una forma metabólicamente estabilizada de β-catenina 
(S33Y). En estos casos, la cantidad de ADN fue normalizada con el vector vacío pCI-
neovector. 
 
3.9. Ensayo de fragmentación del ADN 
 Las CE se recogieron de cultivos en suspensión para inducir anoikis. Tras lavar 
dos veces con PBS, se lisaron con 20 μl de tampón de lisis de escalera de ADN, 
dejándolo actuar durante 30 min en hielo. Se centrifugó a 12000 rpm durante 30 min y 
se recogió el sobrenadante, al que se añadieron 5 μl de proteinasa K (20 mg/ml) 
manteniendo las muestras durante una hora a 50ºC. Posteriormente, se añadió RNasa 
(10 mg/ml), realizando otra incubación de una hora a 50ºC y, finalmente, 10 min a 
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70ºC. Se añadieron 10 μl del tampón de carga escalera de ADN y se cargó en un gel de 
agarosa de bajo punto de fusión al 1,5% en TAE 1X. Tras correr las muestras, se 
tiñeron con bromuro de etidio, se visualizaron y fotografiaron las muestras bajo luz 
ultravioleta. 
 
3.10. Microscopía confocal 
 3.10.1. Inmunofluorescencia  
 Las CE se crecieron hasta confluencia en portas tratados (coverslides culture 
chambers, BD Biosciences) donde se sometieron a los distintos tratamientos. Las CE se 
fijaron con Merckofix y se permeabilizaron con PBS+0,2 % Triton X-100 durante 15 
min. Después de 3 lavados con PBS, las CE se incubaron durante 1 h con tampón de 
bloqueo (PBS+1% albúmina de suero bovino (BSA)). Posteriormente, se incubaron toda 
la noche a 4 ºC con el anticuerpo primario, anti-β-catenina (BD Biosciences) o anti- 
PECAM-1 (R&D Systems) en PBS+1% BSA. Nuevamente, se hicieron 3 lavados con PBS y 
se incubó con el anticuerpo secundario anti-ratón conjugado con FITC (Sigma-Aldrich) 
durante 2 h a tª ambiente. Para la visualización de los núcleos, se incubó las CE con 
ioduro de propidio (IP; 0,05 μg/ml) en PBS durante 45 min. Las imágenes de 
microscopía confocal se obtuvieron con un Confocal System TCS SP20 (Leica). 
 
 3.10.2. Medida del estado oxidativo mediante dihidrorodamina 123 
 La dihidrorodamina 123 (Molecular Probes) es una molécula permeable a la 
membrana celular; una vez en el citoplasma, reacciona con las ROS, oxidándose a 
rodamina, que es fluorescente (100;116). Por tanto, la intensidad de la fluorescencia es 
proporcional a la actividad de ROS intracelular.  
 Las CE se dejaron crecer hasta confluencia en pocillos de coverslides culture 
chambers (BD Biosciences) donde se sometieron a los distintos tratamientos (H2O2 100 
µM, 1h) en presencia de AG490. Durante los últimos 15 min de tratamiento, se añadió 
la dihidrorodamina 123 (10 μM) y se incubó durante los 15 min restantes. Las CE se 
lavaron dos veces con PBS células y se fijaron con Merckofix. Las imágenes de 
microscopía confocal se obtuvieron con un Confocal System TCS SP20 (Leica) (λexcitación: 
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485 nm; λemisión: 530 nm). Para la comparación entre distintos tratamientos, todas las 
fotografías se realizaron empleando idénticas condiciones de exposición. 
 
3.11. Estudios in vivo 
 Los estudios se llevaron a cabo en ratones macho adultos C57Bl/6 de 9 a 12 
semanas de vida y 35-40 gr de peso (Harlan Interfauna). Todo el procedimiento se 
realizó de acuerdo con las pautas marcadas por la normativa internacional y con 
acuerdo del comité Institucional de Investigación Animal. Los ratones se dividieron en 
4 grupos (n=6): Control (DMSO), AG490 (1.5 mg/kg/día, i.p.), CsA (250 mg/kg/día, 
s.c.) y CsA+AG490. La dosis de CsA se basó en datos previos del Laboratorio (5). El 
tratamiento con AG490 (o su vehículo DMSO) se realizó una hora antes de la 
administración de la CsA. Los ratones se mataron a los 5 días de tratamiento por 
sobredosis de anestésico, infundiendo los riñones con tampón Ringer Lactato. Para la 
tinción de los capilares peritubulares, se incubaron (4ºC, toda la noche) las secciones 
desparafinadas con la lectina de Bandeiraea simplicifolia BS-I con peroxidasa asociada 
(12,5 μg/ml) (Sigma-Aldrich) en PBS+0,1 mM CaCl2, MgCl2, MnCl2+0,1% Triton X-100 
(109). Esta lectina se une con mayor intensidad a la superficie celular en CE dañadas 
(24). Los CE se detectaron mediante la actividad peroxidasa empleando HRP-
3’3’diaminobenzidina-H2O2 (Sigma-Aldrich). Como contraste, las secciones se tiñeron 
con hematoxilina. Dos observadores independientes, desconocedores de la identidad 
de las muestras, se encargaron de la clasificación del daño de los capilares 
peritubulares, de acuerdo con la intensidad de la señal de la lectina, en una escala (4 
grados) de intensidad de color. Las CE se fotografiaron con una cámara digital Nikon 
Coolpix 995 acoplada a un microscopio. 
 
3.12. Datos estadísticos 
 Los datos se expresaron como media ± error estándar de la media. Excepto 
indicación específica, cada valor corresponde a un mínimo de 3 experimentos hechos 
por triplicado. Las comparaciones se hicieron mediante el test de ANOVA o la prueba 
de t de Student, emparejada o no emparejada. Se utilizaron los test de Fisher y Scheffé 
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para comparaciones múltiples para determinar el nivel de significación de p, que se 
consideró significativo a valores < 0,05. Las comparaciones entre cada condición de 
los experimentos y con el basal se hicieron con estos cálculos. Todos los cálculos se 
realizaron con el paquete estadístico SPSS 13.0 for Windows (SPSS Inc.).  
 
3.13. Productos y casas comerciales 
 3.13.1. Reactivos 
2-mercaptoetanol Sigma-Aldrich 
Ac-DEVD AMC BD Biosciences 
Acrilamida/biasacrilamida 29/1 (40%) Serva 
Ac-VEGF R&D Systems 
Ac-VEGFR2/KDR (mAb 3.83) Imclone Inc 
AG490 Calbiochem 
Agarosa de bajo punto de fusión Sigma-Aldrich 
Aprotinina Sigma-Aldrich 
Azul de bromofenol Sigma-Aldrich 
Azul tripan Sigma-Aldrich 
Bromuro de Etidio Bio-Rad 
BSA Sigma-Aldrich 
CaCl2 Sigma-Aldrich 
Ciclosporina A Sigma-Aldrich 
Colagenasa  tipo II Sigma-Aldrich 
Cristal violeta Sigma-Aldrich 
Deoxicholato sódico Sigma-Aldrich 











Hipoxantina (HX) Sigma-Aldrich 
HRP-3´3´diaminobenzidina Sigma-Aldrich 
Igepal CA-630 Sigma-Aldrich 
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PlGF R&D Systems 
PMSF Sigma-Aldrich 
Poly (dI-dC) Amersham 
Poly-2-hidroxietilmetacrilato (Poly-HEMA) Sigma-Aldrich 
Proteinasa K Sigma-Aldrich 
Reduced Matrigel Growth Factor (Matrigel) BD Biosciences 






Triton X-100 Sigma-Aldrich 
Tween 20 Merck 
VEGF R&D Systems 
VEGF-D R&D Systems 
Xantina Oxidasa (XO) Sigma-Aldrich 
ZnCl2 Sigma-Aldrich 
 
 3.13.2. Medios de cultivo o incubación 
Aminoácidos no esenciales Gibco 
DMEM Gibco 
Estreptomicina Laboratorios Normon 
Glucosa Sigma-Aldrich 
L-glutamina Sigma-Aldrich 
MEM D-Val Gibco 
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 3.13.3. Kits comerciales 
Caspase 3 assay kit BD Biosciences 
Coomasie Protein Assay Reagent Kit Pierce 
Cytotox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay Promega 
Dual Luciferase Reporter Kit Promega 
ECL Amersham 
Endofree Plasmid Maxi Kit Qiagen 
 
 3.13.4. Isótopos 
[γ-32P]dATP (10 mCi/ml) Amersham 
 
 3.13.5. Tampones y soluciones 
DPBS: 2,6 mM KCl, 1,5 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 8 mM NaH2PO4, 5,6 mM Glucosa, 
pH=7,4. 
EuroCollins: 138,8 mM dextrosa, 15,1 mM KH2PO4, 42,5 mM K2HPO4, 15 mM KCl, 10 
mM NaHCO3. 
PBS células: 8 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4, 2,7 mM KCl, 0,14 mM NaCl, pH=7,6. 
PBS: 100 mM Na2HPO4, 22,6 mM NaH2PO4, 100 mM NaCl. 
PBT: 100 mM Na2HPO4, 22,6 mM NaH2PO4, 100 mM NaCl, 0,05% Tween 20 
TBE 1x: 9 mM Tris, 9 mM H3BO3, 0,25 mM EDTA. 
TBT: 20 mM Tris, 137 mM NaCl, 0,05% Tween 20, pH=7,6. 
Tampón de carga escalera de ADN: 1% agarosa bajo punto de fusión, 40% sacarosa, 
0,25% azul de bromofenol. 
Tampón de ensayo de caspasa 3: 40mM HEPES pH 7.5, 20% Glicerol, 2,33 mM DTT, 20 
µM Ac-DEVD-AMC. 
Tampón de lisis ensayo caspasa 3: 5 mM Tris-HCl pH=8, 20 mM EDTA, 0,5% Triton X-
100. 
Tampón de lisis escalera de ADN: 20 mM EDTA, 0,5% Sodium laurilsarkosine, 50 mM 
Tris-HCl pH 7,4. 
Tampón de unión de EMSA 1x: 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 25 mM KCl, 1 mM EDTA, 4% 
glicerol, 0,25 mM MgCl2, 0,125 mM ZnCl2, 5 mM DTT. 






























4.1. Análisis de mecanismos inducidos por el MC de MG63 
 El presente estudio partió de resultados previos del Laboratorio, que mostraban 
de forma descriptiva, que el MC de MG63 tenía potentes efectos protectores sobre las 
CE en monocapa. De los estudios anteriores sabíamos también que el VEGF era un 
componente crítico para los citados efectos citoprotectores del MC sobre el endotelio. 
A partir de estos datos, las principales incógnitas abarcaban a) los mecanismos 
específicos de esta citoprotección y b) averiguar si los efectos del MC de MG63 y del 
VEGF podían aplicarse a CE en condiciones distintas que la monocapa, vg, en 
suspensión. 
 Para examinar en mayor profundidad los mecanismos implicados en el efecto 
protector del MC de MG63 sobre las CE (19), estudiamos qué influencia podía tener 
sobre las rutas de supervivencia mejor conocidas. 
 El MC de MG63 indujo en las CE la activación de la ruta de supervivencia 
PI3K/Akt y de la ruta de proliferación de las MAPK, de manera tiempo-dependiente 
(Figura 5). Esta activación se manifiesta por el incremento de la formas fosforiladas, 
monitorizadas mediante Western blot con anticuerpos específicos. En consonancia con 
este hallazgo, esta activación resultó inhibida en presencia de inhibidores específicos 














FIGURA 5: Western blot de p-
Akt y p-MAPK: El MC induce la 
fosforilación tanto de Akt como 
MAPK, que no se observa con 
el MF. El inhibidor de PI3K 
LY294002 (20 μM) y el de 
MAPKK PD98059 (50 μM) se 
usaron para inhibir dicha 
fosforilación. La inhibición con 
LY294002 es completa y con 
PD98059 es prácticamente 
completa. Akt y MAPK total se 




























































 Asimismo, la exposición de las CE al MC indujo una disminución en la actividad 
de la caspasa 3 (caspasa ejecutora de apoptosis) a partir de las 6 h de exposición, 
frente a su control sin suero. Esta disminución fue significativa transcurridas 24h 
desde la incorporación del medio tumoral (Figura 6). En cualquier caso, la actividad 
disminuyó significativamente en todos los periodos cuando las células se mantuvieron 














 Estos resultados nos llevaron a plantear una hipótesis de trabajo directa, vg, 
que el estímulo de las vías dependientes de AKT y MAPK podría explicar el efecto 
protector del MC. Como se verá más adelante, esta hipótesis resultó insuficiente y, en 
el caso de CE en suspensión, no aplicable. 
 
4.2. Efecto del MC de MG63 sobre la supervivencia endotelial frente a muerte por 
desarraigo 
 En procesos tales como la posible reendotelización a partir de CE circulantes o 
la metastatización, la pérdida de sensibilidad a la muerte por desarraigo de las CE se 
convierte en un elemento clave. Por tanto, examinamos la influencia del microambiente 
























FIGURA 6: Medida de la actividad relativa de caspasa 3 en CE a distintos tiempos, en presencia 
de medio condicionado tumoral de MG63 (MC    ), medio sin suero (MF    ), o medio con 20% 




 Para ello, se pretrató la monocapa de CE a modo de reproducir lo que ocurre 
normalmente in vivo, cuando las CE están recibiendo estímulos del medio que las 
rodea y posteriormente pierden sus uniones y se desencadena la muerte por 
desarraigo. Las células cultivadas en suspensión se recogieron a los tiempos indicados 
y se determinó la muerte celular por citometría de flujo.  
 En primer lugar, observamos el efecto que tiene el MC de MG63 sobre la 
supervivencia endotelial a anoikis. El pretratamiento de las CE con este MC induce una 
disminución de la muerte endotelial cuando las CE son levantadas y mantenidas en 
suspensión frente a las pretratadas con MF (Figura 7). Las células sometidas a un 
pretratamiento con el medio de crecimiento con 20% SFB fueron las que presentaron 
una mayor tasa de supervivencia en suspensión. El paso siguiente, de acuerdo a lo 
observado en CE en monocapa y no desprendidas, fue analizar el efecto de VEGF. En 



















FIGURA 7: Análisis de la muerte celular por anoikis a distintos tiempos de cultivo en 
suspensión. Las CE se pretrataron durante 24h con los medios que se indican, se tripsinizaron 
y se cultivaron en MEM D-Val 1% SFB en pocillos de P6 tratados con Poly-HEMA. A los tiempos 
indicados, se recogieron las CE y se procesaron por citometría de flujo (* p<0,05 ó <0,01 con 
respecto a las demás curvas. ** p<0,01 con respecto a las curvas inferiores. # p<0,05 con 
respecto a la curva inferior). En este y los siguientes gráficos de este tipo y, a menos que haya 
indicación en contra, la significación se refiere a la diferencia estadística entre una línea y otra, 
determinada por ANOVA en cada punto de tiempo. Para simplificar la interpretación de la 
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4.3. Efecto del VEGF sobre la supervivencia endotelial frente a muerte por desarraigo 
 Al contrario de lo que podía esperarse en base al efecto protector del VEGF 
sobre CE en monocapa, el pretratamiento de las CE con VEGF (20 ng/ml) indujo un 
claro aumento de la muerte cuando las CE fueron levantadas y mantenidas en 
suspensión, mucho mayor incluso que en aquellas pretratadas sólo con MF (Figura 7). 
 Los efectos diferenciados del pretratamiento tanto con VEGF como con MC se 
mantuvieron hasta las 8 h. A partir de este tiempo, las diferencias disminuyeron, al 
producirse un incremento generalizado de la muerte celular, como consecuencia del 
desarraigo prolongado. Por esta razón a tiempos más largos, este tipo de ensayo 
pierde sensibilidad para analizar comparativamente los efectos de diferentes 
tratamientos. 
 Para ver la influencia que tendría el VEGF en el efecto del MC de MG63, se 
emplearon anticuerpos específicos frente a VEGF (1 μg/ml) o frente a su receptor 
principal VEGFR2/KDR (mAb 3.83, Imclone) (0,5 μg/ml) durante el pretratamiento con 
el MC. El porcentaje de muerte fue menor en aquellas células que se pretrataron con 
los anticuerpos inhibidores del efecto de VEGF (Figura 8). Por tanto, este resultado 















FIGURA 8: Análisis de la muerte celular por anoikis. Las CE se pretrataron con MF o MC en 
presencia/ausencia de un anticuerpo bloqueante de VEGFR2 (antiVEGFR2/KDR) durante 24h. Se 
tripsinizaron y se cultivaron en suspensión en MEM D-Val 1% SFB durante los tiempos 
indicados, tras los cuales se recogieron y se procesaron por citometría de flujo (* p<0,05 ó 
<0,01 con respecto a las demás curvas. ** p<0,01 con respecto a las curvas inferiores. # 
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 Una vez identificado el efecto favorecedor del VEGF sobre la muerte por 
desarraigo, se hizo un análisis más exhaustivo. En primer lugar, se realizó una curva 
de concentraciones de VEGF en pretratamiento, a partir de la cual produjera un efecto 
de incremento de la letalidad en CE en suspensión. Concentraciones inferiores a 2 
ng/ml no aumentaron la muerte en suspensión, que se incrementó en forma 













 Igualmente, se analizó si otros miembros de la familia de VEGF e incluso otros 
factores de crecimiento relacionados o no relacionados estructuralmente, tenían los 
mismos efectos sobre la muerte en suspensión que el VEGF-A. Para ello, se pretrató a 
las CE con la misma concentración (20 ng/ml) de factor de crecimiento placentario 
(PlGF), VEGF-D o factor de crecimiento epidérmico (EGF). Con respecto al PlGF, se 
observó un efecto deletéreo mayor que el visto con VEGF-A a igual concentración, 
provocando mayor muerte celular en suspensión; sin embargo, VEGF-D no fue capaz 
de asemejar el efecto del VEGF-A y no aumentó significativamente el porcentaje de 
muerte celular respecto al MF. En cuanto a EGF, no tuvo efecto sobre la muerte celular 
en suspensión, manteniendo los porcentajes de muerte celular en niveles similares al 
MF (Figura 10). 
 
 
FIGURA 9: Análisis de la muerte celular por anoikis en CE tratadas con concentraciones 
crecientes de VEGF durante 24h. Se tripsinizaron y se cultivaron en suspensión en MEM D-Val
1% SFB durante 8h, cuando se recogieron y se procesaron por citometría de flujo (* p<0,05 y ** 
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 Con el fin de determinar qué rutas de señalización estaban implicadas en este 
efecto deletéreo del VEGF, se empleó una batería de experimentos en la que se 
pretrató con VEGF en presencia/ausencia de inhibidores específicos de distintas rutas 
de señalización. De los resultados solo detallamos aquellos en los que obtuvimos 
datos significativos. 
 
 4.3.1. Inhibición de PI3K/Akt 
 La ruta PI3K/Akt es crítica para la supervivencia endotelial; si bien se sabe que 
esta ruta no es funcional en CE en suspensión (40), desconocemos la influencia de su 
inhibición previa a la suspensión. Al pretratar las CE con VEGF en presencia de 
LY294002, un inhibidor específico de PI3K, observamos que se producía una reducción 
de la muerte celular inducida por el tratamiento con VEGF (Figura 11). Este resultado 
indicó, de forma definitiva, que el efecto deletéreo del VEGF sobre las CE en 






FIGURA 10: Análisis de la muerte celular por desarraigo. Las CE se trataron con factores de 
crecimiento (FCs) a una concentración de 20 ng/ml durante 24h. Posteriormente, se 
tripsinizaron y se cultivaron en suspensión en MEM D-Val 1% SFB durante 8h, cuando se 

















































 4.3.2. Inhibición de GSK3β 
 La implicación del eje GSK3β/β-catenina en el mecanismo de la muerte celular 
por desarraigo ha sido descrito en otros tipos celulares. Sin embargo, en CE esta 
implicación no se ha estudiado previamente. Así, empleamos dos inhibidores 
diferentes de GSK3β durante el pretratamiento para ver la implicación de esta ruta. Los 
resultados con LiCl o SB216763 demostraron una disminución significativa de la 
muerte celular inducida tanto por el pretratamiento con MF como la inducida por el 











FIGURA 11: Análisis de la muerte celular por desarraigo en CE pretratadas con MF o VEGF en 
presencia del inhibidor específico de la ruta PI3K/Akt, LY294002, durante 24h. Tras tripsinizar 
las CE, se cultivaron en suspensión en MEM D-Val 1% SFB y se fueron recogiendo a los tiempos 







































 4.3.3. Inhibición de JAK2/STAT 
 Se ha implicado recientemente en la señalización por VEGF la ruta JAK2/STAT. 
Para ello, empleamos el inhibidor AG490, cuya especificidad se determinó mediante 
ensato de retardo en movilidad electroforética de STAT3 en CE estimuladas con VEGF y 
mediante Western Blot empleando anticuerpos específicos frente a la forma fosforilada 
de JAK2). Al pretratar a las CE con AG490, ya sea en presencia como en ausencia de 
VEGF, se produjo un efecto no conocido previamente. Así, con cualquier 
pretratamiento, la inhibición de JAK2 con AG490 redujo la muerte celular a valores casi 
inapreciables, incluso inferiores a los obtenidos en CE pretratadas con medio de 
crecimiento con 20% de SFB y posteriormente cultivadas en suspensión (Figura 13). 
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FIGURA 12: Análisis de la muerte celular por desarraigo en CE pretratadas con MF o VEGF en 
presencia del inhibidor específico de GSK3β, LiCl, durante 24h. Tras tripsinizar las CE, se 
cultivaron en suspensión en MEM D-Val 1% SFB y se recogieron a los tiempos indicados, para 















 La intensidad del efecto protector observado nos llevó a realizar un 
experimento complementario para reforzar la evidencia de que era específicamente 
JAK2 la vía implicada. Para ello, transfectamos a las CE con plásmidos que expresan 
una forma deficiente en el dominio quinasa de JAK2 (JAK2-DK) o una forma “wild type” 
(JAK2-WT) (cedidos por el Dr. Dwayne L Barber, Ontario Cancer Institute, Toronto, 
Canadá). Como se ve en la figura 14, las CE transfectadas con la forma JAK2-DK 
presentaban un porcentaje de muerte celular a las 8 h de cultivo en suspensión 
significativamente menor con respecto a las transfectadas con la forma JAK2-WT o con 
el vector vacío. Este resultado es de máxima importancia, al corroborar que las 










FIGURA 13: Análisis de la muerte celular por desarraigo en CE pretratadas con MF o VEGF en 
presencia del inhibidor específico de la ruta JAK2/STAT, AG490, durante 24h. Tras tripsinizar 
las CE, se cultivaron en suspensión en MEM D-Val 1% SFB y se recogieron a los tiempos 
indicados, para su procesamiento por citometría de flujo (* p< 0,05 respecto a sus controles). 
FIGURA 14: Análisis de la muerte 
celular por anoikis tras 8 h de cultivo 
en suspensión de transfectadas con 
una forma “wild-type” (JAK2-WT) o una 
forma deficiente en el dominio quinasa 
de JAK2 (JAK2-DK). Tras 24h de 
tratamiento con MF, las CE se 
tripsinizaron y se cultivaron en 
suspensión, recogiéndolas a las 8h y 
procesándolas por citometría de flujo. 
Como control de la transfección, se 
empleó un vector vacío (* p< 0,05 






























































4.4. Efecto del AG490 sobre la muerte por desarraigo 
 Como hemos enunciado, el efecto protector de la inhibición de JAK2 en este 
tipo de sistema experimental es completamente nuevo, por lo que nos propusimos 
analizarlo más detenidamente. 
 Mediante el análisis de la fragmentación del ADN se comprobó que la muerte 
por suspensión es debida en forma sustancial a apoptosis y por lo tanto, era 
encuadrada en la definición de anoikis. Nuevamente, un dato muy relevante fue la 












 Quisimos ver el perfil temporal del efecto protector del AG490, ya que 
habíamos observado que, cualquiera que fuera el pretratamiento anterior al cultivo en 
suspensión, transcurridas 24 h de suspensión, las cifras de muerte celular tienden a 
igualarse. Además, dada la dificultad de medir muerte celular en células que llevan un 
gran periodo de tiempo en suspensión (por la cantidad de restos celulares), 
empleamos un diseño experimental basado en determinar la eficacia de una resiembra 
sobre Matrigel. Además, este diseño daría una primera pista sobre el grado de 
preservación de propiedades funcionales por parte de las CE en suspensión y, en otros 
términos, podría ser indicativo de la eficacia en procesos de reendotelización con CE 
adultas, de posible aplicación in vivo. 
 Se recogieron CE cultivadas en suspensión durante tiempos prolongados y se 
resembraron sobre Matrigel. Tras 24 h de crecimiento, se fijaron y contaron. Como 
FIGURA 15: Análisis de la fragmentación del ADN en CE pretratadas con MF+20% SFB, MF o MF 
+AG490 durante 24h y posteriormente cultivadas en suspensión. A los tiempos indicados (0, 4 
y 8 h de cultivo en suspensión), se recogieron las CE y se procesaron para la extracción de su 
ADN. El último carril (pGEM) corresponde al marcador de peso molecular. 
20% SFB MF AG490








resultado, obtuvimos que aquellas CE pretratadas con AG490 antes de la suspensión 
presentaban una eficacia de resiembra muy superior a la obtenida con MF. Este 
aspecto se prolongaba durante un largo periodo, pues el incremento de la eficacia de 



























FIGURA 16: Microfotografías (100x) de CE pretratadas con MF+20% SFB, MF o MF+AG490 
durante 24h y posteriormente cultivadas en suspensión durante los tiempos indicados en la 
columna de la izquierda. Tras este tiempo, las CE se recogieron y se resembraron sobre 
pocillos tratados con Matrigel, permitiéndolas crecer durante 24h. En ese momento, se fijaron, 












 El interés de este método radica en que permite ver propiedades concretas, vg, 
la capacidad de crecimiento tras resiembra, algo que la citometría de flujo no permitía 
caracterizar. Por otra parte, y también a diferencia de la citometría de flujo, el ensayo 
de resiembra es eficaz para valorar la potencialidad de los pequeños grupos de CE que 
sobreviven a largos periodos en suspensión. Como se ve, esta potencialidad es mayor 
que lo que podría suponerse basándonos exclusivamente en la citometría de flujo. 
 
 4.4.1. Estudio de mecanismos: Protección por AG490 
 Los estudios de mecanismos implicados se llevaron a cabo mediante el análisis 
por Western Blot de distintos marcadores de supervivencia (Figura 17). Los resultados 
mostrados en las figuras 17 y 18 corresponden a CE en suspensión. 
 El primer estudio se centró en la actividad de la ruta PI3K/Akt, por lo que se 
extrajeron proteínas de CE cultivadas en suspensión durante 0, 4 y 8 h y se analizaron 
por Western Blot. Obtuvimos dos resultados relevantes: 
1) Una activación sostenida de Akt durante el cultivo en suspensión, determinado por 
la detección de la forma fosforilada de Akt (Figura 17). 
2) Un incremento de la cantidad total de Akt presente en las CE (Figura 17). 
 En los mismos lisados celulares se analizó el estado de activación/inactivación 
de uno de los sustratos conocidos de Akt: GSK3. Se midieron, mediante Western Blot, 
los niveles de GSK3 α y β fosforilados, correspondientes a formas inactivas, 
observándose un aumento de la fosforilación de GSK en CE cultivadas en suspensión 
tras pretratarlas con AG490. Este efecto va en consonancia con el aumento de Akt 
fosforilado descrito más arriba (Figura 17). Este resultado, también nuevo en la 
literatura, dio lugar a una serie de experimentos relacionados. 
 Hay que indicar que el pretratamiento con MF+20% SFB (que presenta una 
reducción del porcentaje de muerte en suspensión respecto al medio fresco) compartía 
algunos mecanismos con la protección por pretratamiento con AG490. Así, se 
observan trazas de Akt fosforilado en CE en suspensión y una mayor cantidad de β-
catenina nuclear en estas células. Sin embargo, no se vio inactivación de GSK3α/β con 
el SFB (Figura 17), lo que indica una diferencia sustancial en los mecanismos entre uno 
y otro tratamiento. 
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 Por último, como habíamos observado anteriormente un aumento de la 
supervivencia mediante inhibidores de GSK3β (LiCl y SB216763), y siendo conocida la 
implicación del eje GSK3β/β-catenina en el fenómeno de muerte por desarraigo, nos 
centramos en el estudio de la β-catenina en CE cultivadas en suspensión. El Western 
Blot de la β-catenina nuclear mostró una mayor cantidad de esta proteína en CE 
pretratadas con AG490, que además se mantenía a lo largo del cultivo en suspensión 














 Una primera impresión sugería que este incremento en las CE que más 
sobreviven se debía a aumentos inducidos por el pretratamiento (ver apartado 4.5.1). 
 Con objeto de determinar si un incremento de β-catenina inducía por si mismo 
un aumento en la supervivencia, se transfectó a las CE con un plásmido que expresaba 
β-catenina. Como se ve en la figura 18, el aumento de la expresión de β-catenina 
aumenta la supervivencia endotelial tras 8 h de cultivo en suspensión, comprobándose, 
por primera vez en CE, la relación entre un aumento de β-catenina y una disminución 




FIGURA 17: Western blots de lisados 
totales de CE pretratadas con 
MF+20% SFB, MF o MF+AG490 
durante 24h y cultivados 
posteriormente en suspensión 
durante los tiempos indicados. Se 
recogieron las CE y se lisaron para 
obtener las proteínas. Los 
anticuerpos empleados reconocen 
específicamente las formas 
fosforiladas de Akt y GSK3α/β, así 
como la β-catenina. También se 
emplearon anticuerpos que 
reconocen Akt y GSK3β 
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4.5. Efecto del AG490 en otros modelos de daño endotelial 
 A la vista de la capacidad de AG490 de inhibir drásticamente la muerte por 
desarraigo, tan solo igualada en otros tipos celulares por la sobreexpresión de algunos 
oncogenes y/o moléculas de supervivencia, nos planteamos la posibilidad de que esta 
inhibición también protegiera frente a otros daños que ocurren sobre el endotelio en 
su estado habitual en monocapa y confluente, como el estrés oxidativo o el cultivo en 
ausencia de suero. Por ello, se emplearon modelos de daño endotelial en los que la 
ruta JAK2/STAT y, más concretamente, su inhibición por AG490, pudiera estar 
implicada. Todos estos modelos se realizaron ya sobre CE confluentes y en monocapa. 
 
 4.5.1. Protección frente a la ausencia de suero 
 Uno de los modelos clásicos de daño endotelial es el cultivo en ausencia de 
suero. En este modelo, quisimos determinar si el pretratamiento con AG490 era capaz 
de proteger al endotelio, por lo que tratamos con diferentes concentraciones de 
AG490 y medimos el daño endotelial mediante liberación de LDH. Los resultados 
indicaron que un pretratamiento con AG490 10 µM era capaz de proteger al endotelio 
de la muerte inducida por el cultivo sin suero y esto se determinó tanto a las 24 h 
como a las 48 h. Esta protección se comparó a la obtenida al pretratar con VEGF, 




FIGURA 18: Análisis de la muerte celular 
por desarraigo tras 8 h de cultivo en 
suspensión de CE transfectadas con un 
plásmido que incrementa la expresión de 
β-catenina. Tras 24h de tratamiento con 
MF, las CE se tripsinizaron y se cultivaron 
en suspensión, recogiéndolas a las 8h y 
procesándolas por citometría de flujo. 
Como control de la especificidad del 
efecto de la transfección de β-catenina, 
se empleó un vector vacío (* p< 0,05 
















































 Entre los mecanismos involucrados en esta protección, quisimos estudiar, en 
base a la literatura previa (ver apartado 1.4) y a nuestros propios resultados con CE en 
suspensión, la implicación de la β-catenina. Mediante Western blot y microscopía 
confocal, observamos que se producía un aumento y una redistribución de la β-
catenina en CE tratadas con AG490, encontrándose no solo asociada a la membrana 
sino también libre en el citoplasma. Estos cambios son similares a los obtenidos 
empleando un control positivo para el incremento de β-catenina, como el tratamiento 
con LiCl e incluso con un tratamiento protector no específico, como es el cultivo con 
medio+20% SFB (Figura 19A). 
 Una vez comprobado el incremento de β-catenina y de su translocación 
nuclear, quedaba por dilucidar su valor funcional. Con este fin, se realizaron dos 
aproximaciones; en la primera se realizó el análisis de la actividad de β-catenina, 
comprobándose un aumento de la actividad transcripcional de inducida por β-catenina 
(mediante ensayo TOP/FOP) y dependiente del tratamiento con AG490. Este 
incremento fue más marcado cuando se sobreestimuló el sistema mediante 
cotransfección de las CE con un plásmido inductor sobreexpresión de β-catenina 
(Figura 19B). En una segunda aproximación, se determinó mediante Western Blot que 
la inhibición con AG490 inducía un aumento de la cantidad de β-catenina nuclear 
activa (defosforilada en Ser47 y Thr41) (Figura 19D). 
AG490 (μM) % Muerte celular (24h) % Muerte celular (48h) 
0 100,00 ± 4,36 150,21 ± 6,22 
1 100,93 ± 3,20 137,80 ± 4,29 
10 78,19 ± 5,06* 115,96 ± 4,10 
25 58,90 ± 2,28* 78,17 ± 4,01* 
50 57,08 ± 1,12* 69,16 ± 3,19* 
100 57,40 ± 1,25* 61,52 ± 2,61* 
VEGF 50,10 ± 2,38 55,02 ± 3,07 
TABLA 4: Efecto protector de la inhibición de JAK2 sobre la muerte celular inducida por cultivo 
en ausencia de suero. Las CE se trataron durante 48h en presencia de diferentes 
concentraciones de AG490 y se determinó la muerte celular mediante liberación de LDH tanto 
a 24 como a 48h. El 100 % de muerte celular se estableció a la obtenida en CE tratadas sólo 




 Asociado a este incremento, redistribución y aumento de actividad de la β-
catenina, se observó un incremento de PECAM-1 en CE tratadas con AG490; este 


























4.5.2. Protección frente a estrés oxidativo 
 Por su localización, el endotelio está particularmente expuesto al efecto lesivo 
de ROS. Existen numerosos estudios analizando el daño endotelial por ROS (29;74). En 
FIGURA 19: A: Microfotografías confocales (400x) de CE tratadas con MF+20% SFB, MF o 
MF+AG490 durante 24h. Se observaron tanto cambios en la cantidad como en la distribución 
de β-catenina (verde) causados por los tratamientos. El inhibidor de GSK3β, LiCl, se empleó 
como control positivo de los cambios en cantidad y distribución de β-catenina. Se empleó 
ioduro de propidio (IP) para la visualización de los núcleos. B: Ensayo de la actividad 
transcripcional de β-catenina mediante gen reportero de luciferasa. Las CE se transfectaron 
con plásmidos que portan sitios de unión LEF/TCF de tipo “wild-type” o mutante (TOP/FOP) 
asociados al gen de la luciferasa y se sometieron a los distintos tratamientos (MF o 
MF+AG490) durante 24h. Donde se indica + β-cat, se cotransfectó con un plásmido que 
expresa β-catenina para determinar el máximo del método experimental. C: Microfotografías 
confocales (400x) de CE tratadas con MF+20% SFB, MF o MF+AG490 durante 24h, 
observándose un incremento en la cantidad de PECAM-1. Para el contraste nuclear, se empleó 
ioduro de propidio. D. Análisis, mediante Western Blot, de la cantidad de β-catenina activa que 
se localiza en el núcleo. Para ello, se empleó un anticuerpo específico para β-catenina 





































































años recientes, la evidencia relacionando la ruta JAK2/STAT con daño por ROS en otros 
tipos celulares ha reforzado la idea de que se trata de una vía significativamente 
involucrada en la respuesta celular a la agresión oxidativa. En concreto, la importancia 
de esta ruta en la respuesta del endotelio a los ROS queda aún por establecer. 
 Con el fin de estudiarla, diseñamos una serie de experimentos para ver la 
implicación de JAK/STAT y los posibles mecanismos implicados. En primer lugar, 
realizamos una medida del daño endotelial por radicales libres mediante liberación de 
LDH tras un tratamiento con H2O2 o con Xantina Oxidasa/Hipoxantina. 
 Como puede verse en la figura 20A, el tratamiento con H2O2 provocó un daño 
significativo en las CE; sin embargo, el pretratamiento con AG490 revirtió este daño 
hasta valores similares a los del control. Cuando la concentración de H2O2 se elevó 
hasta valores más tóxicos (1 mM), el pretratamiento con AG490 fue aún capaz de 
































































































































FIGURA 20: Efecto citoprotector de la inhibición de JAK2 con AG490 frente a estrés oxidativo. 
Las CE se trataron durante 24h con diversos agentes proxidativos (H2O2, XO/HX, medio de 
conservación de órganos para trasplantes EuroCollins, CsA) en presencia/ausencia del 
inhibidor específico de JAK2, AG490. Las barras claras representan las CE tratadas con el 
vehículo y las barras oscuras, las tratadas con AG490. La muerte celular se determinó por 
liberación de LDH. El 100% de muerte celular se estableció para las CE tratadas sólo con MF (* 
p< 0,05 y ** p< 0,01 con respecto a las CE tratadas con vehículo. # p< 0,01 con respecto a las 
CE no tratadas con agente oxidante). 
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 En otra serie de experimentos, se empleó el sistema Xantina 
Oxidasa/Hipoxantina como donante de radical superóxido. Este sistema fue puesto a 
punto con anterioridad en el Laboratorio, produciendo una cantidad lesiva controlada 
(44). En este caso, el pretratamiento con AG490 igualmente protegió frente al daño por 
estrés oxidativo (Figura 20B). 
 Como ejemplo de una posible aplicación práctica empleamos el medio de 
conservación de órganos para trasplantes EuroCollins, que provoca daño celular por 
generación de ROS (93). Como puede verse en la figura 20C, la exposición al medio 
EuroCollins provocó daño celular endotelial, que se redujo significativamente en las CE 
que se habían pretratado con AG490. 
 En la misma línea de posibles aplicaciones prácticas en la citoprotección ante 
agentes farmacológicos en uso causantes de  daño oxidativo, empleamos ciclosporina 
A (CsA), inmunosupresor empleado habitualmente en pacientes transplantados, que 
tiene un efecto citotóxico sobre las CE, también mediado por la generación de ROS 
(73). Empleando una dosis de CsA citotóxica para el endotelio (10 μM), establecida 
según datos previos del Laboratorio, observamos que las CE tratadas con CsA+AG490 
presentaban significativamente una mayor supervivencia que aquéllas tan solo tratadas 
con CsA (Figura 20D). 
 Con objeto de comprobar la especificidad del resultado obtenido, empleamos 
de nuevo los plásmidos que expresan la forma deficiente en el dominio quinasa de 
JAK2 (JAK2-DK) o la forma “wild type” (JAK2-WT). Al igual que con el inhibidor 
farmacológico AG490, las CE transfectadas con la forma deficiente de JAK2 
presentaban una mayor tasa de supervivencia frente a las transfectadas con la forma 




































FIGURA 21: Efecto citoprotector frente a 
estrés oxidativo de la inhibición de JAK2 
mediante transfección con una forma 
deficiente de JAK2 (JAK2-DK). Las CE se 
transfectaron con una forma “wild-type” 
(JAK2-WT) o una forma deficiente en el 
dominio quinasa y se expusieron durante 
24h a vehículo (barras claras) o H2O2 250 
μM (barras oscuras). La muerte celular se 
determinó por citometría de flujo (* p< 
0,05 con respecto a las CE transfectadas 
con los otros plásmidos). 
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 La influencia del ratio Bcl-2/Bax en la muerte por estrés oxidativo fue descrita 
con anterioridad en otros tipos celulares; sobre esta base, analizamos la influencia de 
este mecanismo en las CE. Mediante Western blot y posterior cuantificación de la 
intensidad de las bandas, determinamos que el H2O2 producía una reducción del ratio 
Bcl-2/Bax (situación proapoptótica); el pretratamiento en presencia de AG490 
incrementaba este ratio hasta valores propios de una situación antiapoptótica. Esta 
medida se realizó tan solo tras 1 h de estímulo con H2O2, puesto que los cambios en la 
relación Bcl-2/Bax son sucesos tempranos en el proceso de muerte celular inducida 





















 El mecanismo del proceso apoptótico inducido por H2O2 se abordó también por 
la medida de la actividad de la caspasa 3. Como se ve en la figura 22C, el tratamiento 
FIGURA 21: A: Western blots de lisados totales obtenidos de CE tratadas con MF o MF+AG490 
en presencia de H2O2 durante 1h. Los anticuerpos empleados reconocen la proteína 
antiapoptótica Bcl-2 y la proteína proapoptótica Bax. Se empleó α-tubulina como control de 
carga. B: Medida del ratio Bcl-2/Bax mediante cuantificación de la intensidad de las bandas 
obtenidas en el Western Blot. C: Medida de la actividad de la caspasa 3 mediante ensayo 
fluorimétrico. Las CE se trataron con MF o MF+AG490 en presencia/ausencia de H2O2 durante 
24h. A este tiempo, se obtuvo el lisado y se empleó junto al sustrato fluorogénico. La actividad 
se relativizó con respecto a la concentración de proteínas de los lisados. 
 






















































con H2O2 induce un incremento significativo de esta actividad, que se revierte hasta 
niveles basales en presencia de AG490. 
 Finalmente, se realizó un análisis de la fluorescencia de la rodamina para 
determinar si el AG490 actúa principalmente bloqueando los mecanismos letales 
inducidos por estrés oxidativo y/o actúa también como antioxidante per se o como 
activador de mecanismos antioxidantes. Como puede verse en la figura 23, el 
tratamiento con AG490 produjo una reducción de los niveles de oxidación de la 
dihidrorodamina en condiciones basales. Este efecto del AG490 fue aún más evidente 
cuando se llevó el sistema a niveles oxidativos elevados, mediante el tratamiento con 
H2O2 (100 μM, para no saturar la fluorescencia); en este caso, el pretratamiento con 














 Con objeto de comprobar si el efecto observado con AG490 era específico de la 
inhibición de la ruta JAK2/STAT, empleamos de nuevo los vectores para las formas 
dominantes “wild-type” o mutante. La figura 23 muestra que las CE transfectadas con 
la forma deficiente en el dominio quinasa de JAK2 (JAK2-DK) y que asemeja la misma 
acción que ejerce el AG490, presenta una reducción de los niveles de oxidación de la 
dihidrorodamina, tanto en condiciones basales como oxidativas, en presencia de H2O2. 
 
FIGURA 22: Microfotografías (200x) 
para el análisis de la capacidad 
antioxidante de AG490. Las CE se 
trataron, durante 1h, con MF o con 
H2O2 (100 μM) en presencia/ausencia 
de AG490. En los últimos 15 min de 
incubación, se añadió dihidrorodamina
123, sustrato que fluoresce cuando es 
oxidado a rodamina por las ROS. Tras 
finalizar los tratamientos, las CE se 
fijaron y se observaron por microscopía
de fluorescencia.  
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4.5.3. Estudio in vivo de la protección frente a estrés oxidativo 
 Con objeto de determinar la posible protección del endotelio por la inhibición 
de JAK2 con AG490 frente al estrés oxidativo en un modelo in vivo, empleamos un 
modelo ya caracterizado en nuestro Laboratorio, basado en la administración de CsA 
(5). Como se muestra en la figura 24, el tratamiento con AG490 claramente redujo la 
tinción con lectina de las CE de los capilares peritubulares renales frente a la obtenida 
al emplear sólo CsA. La lesión de los capilares peritubulares es característica de la 





Vector vacío + H2O2 JAK2 WT + H2O2 JAK2 DK + H2O2
Vector vacío JAK2 WT JAK2 DK
FIGURA 23: Microfotografías (100x) para el análisis de la capacidad antioxidante de la 
inhibición de JAK2. Las CE transfectadas con la forma “wild-type” (JAK2-WT), mutante (JAK2-
DK) o con vector vacío se trataron, durante 1h, con MF (imágenes superiores) o con H2O2 100 
μM (imágenes inferiores). En los últimos 15 min de incubación, se añadió dihidrorodamina
123, sustrato que fluoresce cuando es oxidado a rodamina por las ROS. Tras finalizar los 
























FIGURA 24: Microfotografías (200x) de los capilares peritubulares renales teñidos con la lectina 
Bandeiraea simplicifolia BS-I. El tratamiento con CsA+AG490 no se distingue del basal con 
AG490, mientras que la señal de la lectina es marcadamente superior en los riñones de ratones 
tratados con CsA. Los valores de intensidad de la lectina son: AG490=0,7±0,4; CsA=3,5±1,1*; 

































 Esta discusión sigue el orden de presentación de los resultados, comenzando 
por los efectos protectores del MC tumoral, tanto en CE en monocapa como en 
suspensión, la influencia del VEGF en el fenómeno de muerte celular, y en particular, la 
relacionada con desarraigo y la importancia vital de la ruta JAK2/STAT y de su 
inhibición en la supervivencia endotelial frente a anoikis y daño oxidativo. 
 Los resultados previos del Laboratorio señalaban 2 hechos: uno, la capacidad 
protectora del MC de la línea tumoral MG63 sobre el endotelio confluente, y dos, que 
esta protección era significativamente dependiente de VEGF (19). Los resultados 
presentados en las figuras 1 y 2 muestran los mecanismos de protección implicados, 
que incluyen tanto la activación de rutas de supervivencia celular, como PI3K/Akt o 
MAPK de manera tiempo dependiente, como la inhibición de la actividad de la caspasa 
3, ejecutora de la apoptosis. Estos mecanismos son bien conocidos por su activación 
por VEGF y otros factores de crecimiento (83;111); sin embargo, sería necesario un 
análisis más exhaustivo para saber qué factores de crecimiento específicos son los 
causantes de la activación de estas rutas de supervivencia. En este punto, el interés de 
nuestro Laboratorio no se dirigía a la caracterización de los medios tumorales, sino a 
su utilización como herramienta para el estudio de propiedades de la CE. El tema de la 
identificación de los componentes activos de los medios tumorales es de interés, sobre 
todo en lo concerniente a la identificación de componentes, por lo que debe ser 
abordado de forma específica y mediante tecnología de proteómica. 
 La siguiente pregunta experimental se desarrolló a partir de la hipótesis que el 
MC, al igual que ocurre en CE confluentes adheridas, sería capaz de proteger y 
aumentar la supervivencia de CE desprendidas de la monocapa. Esta posibilidad era 
relevante desde el punto de vista de la viabilidad en la circulación de las CE 
desprendidas. Más aún, todo el tema de las CE desarraigadas presenta múltiples 
lagunas de conocimiento y no se ha abordado de manera sistemática. Simplemente, 
basta con señalar que se desconoce cuál es la tasa de desprendimiento fisiológico de 
CE, o cuál es la evolución de las CE circulantes una vez desprendidas. Con este fin, 
diseñamos un modelo de precondicionamiento de CE, y un sistema de cultivo en 
suspensión para inducir muerte por desarraigo/anoikis. Con este diseño apuntamos a 
reproducir lo que ocurriría “in vivo”, cuando las CE reciben estímulos activadores 
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mientras se encuentran formando parte de la monocapa y posteriormente se 
desprenden. 
 Al observar la evolución de la muerte celular en suspensión a lo largo del 
tiempo, encontramos un incremento de la viabilidad en CE pretratadas con MC de 
MG63. Este aumento de la viabilidad era similar al obtenido al pretratar con el medio 
de crecimiento habitual suplementado con SFB. La diferencia con el MF, que 
incrementaba la muerte celular en suspensión, era notoria. La diferencia de efectos fue 
aún más marcada cuando se empleó un factor de crecimiento, el VEGF, añadido al MF. 
A diferencia de lo que ocurre en monocapa, sobre la que el VEGF posee un efecto 
protector definido, la preincubación con VEGF ejercía una acción deletérea al poner las 
CE en suspensión. Estos resultados indicaban que la combinación de múltiples 
factores, presentes tanto en el medio de crecimiento con SFB como en el MC inducía 
un comportamiento biológico diferente que el empleo de VEGF aislado. El corolario 
implícito de esta diferencia es que la combinación de factores de los medios 
complejos, (SFB, MC) posee ventajas cualitativamente diferentes con respecto a la 
viabilidad de CE en suspensión. La acción negativa del VEGF sugiere que la activación 
individual de algunas vías supuestamente protectoras provoca un efecto paradójico 
favorecedor de la anoikis; así, para la prevención de ésta, sería necesaria la 
combinación de múltiples factores de crecimiento, tal como ocurre con el medio con 
SFB como en el MC. Sin embargo, la diferencia existente entre las dos curvas inferiores 
de muerte celular mostradas en la figura 8 sugiere que la presencia de VEGF activo en 
el MC tumoral añade per se un elemento favorecedor de muerte. Lo mismo sucede con 
las dos curvas superiores de esta misma figura, en este caso referidas al medio de 
cultivo sin SFB (MF). 
 El precondicionamiento es una de las herramientas experimentales más 
efectivas para proteger a la vasculatura frente a una gran variedad de daños (15;101). 
La gran mayoría de estudios se centran en el precondicionamiento isquémico para 
proteger a las CE frente a formas de estrés tan diversas como el calor, la propia 
isquemia, la oxidación o la deprivación de suero (15;94). Sin embargo, en la mayoría 
de los estudios se desconoce qué ocurre exactamente en el precondicionamiento, 
permitiendo a las células ser más viables. Además, hasta el momento, no se habían 
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publicado resultados de experimentos de precondicionamiento enfocados a proteger 
frente a muerte por desarraigo. En este sentido, el modelo que empleamos se asemeja 
a lo que ocurre en la vasculatura normal. 
 La influencia en la supervivencia endotelial frente a muerte por desarraigo del 
VEGF presente en el MC se determinó empleando anticuerpos específicos frente a VEGF 
o frente a su receptor VEGFR2. La reducción de la muerte observada cuando se inhibe 
al VEGF endógeno que producen las CE mediante un anticuerpo específico avala la 
implicación del VEGF en la muerte por anoikis sugerida por los experimentos 
empleando VEGF exógeno. 
 Un análisis más detallado del papel del VEGF en el fenómeno de anoikis se 
realizó determinando qué concentración de VEGF era capaz de provocar este efecto 
favorecedor de la muerte celular por desarraigo. La constatación de que se trataba de 
un fenómeno dependiente de concentración reafirma la influencia del VEGF, puesto 
que los efectos comenzaron a observarse al emplear concentraciones equivalentes a 
las Kd de los receptores de VEGF y se incrementaron al emplear concentraciones 
superiores. 
 En una segunda aproximación al papel del VEGF durante la anoikis, nos 
interesamos por la implicación de los distintos miembros de la familia del VEGF y por 
la comparación con otros factores de crecimiento. Este estudio permitía discernir la 
posible implicación de los diferentes receptores del VEGF en el aumento de la 
sensibilidad a anoikis. Para ello, analizamos comparativamente el efecto de miembros 
de la familia de VEGF que se unen específicamente al VEGFR1 (PlGF), al VEGFR2 (VEGF-
D) o a ambos (VEGF-A). El tratamiento con VEGF-D, que no fue capaz de igualar el 
efecto deletéreo del VEGF-A, junto con el resultado obtenido al emplear PlGF que, a 
igual concentración fue mayor que el del VEGF-A, sugiere que existirían diferencias de 
efecto según el receptor de VEGF implicado. En una interpretación simple de estos 
resultados, puede afirmarse que el efecto deletéreo del pretratamiento con VEGF sobre 
las CE en suspensión se vehiculiza a través de sus dos receptores, VEGFR1 y VEGFR2. Si 
bien parecería existir un posible predominio de VEGFR1, haría falta un análisis más 
detallado de señalización de cada receptor, especialmente al tener distinta Kd. Como 
una aportación más al tema de los receptores de VEGF, los datos de la figura 8, a los 
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que ya nos hemos referido anteriormente en esta discusión, sin embargo favorecen 
que el papel del receptor VEGFR2 es de máxima importancia. Sin embargo, al tratarse 
de un tema con interés sólo colateral, no se han realizado más experimentos referidos 
a receptores, ya que la información obtenida es suficiente a los fines de la 
interpretación de los hallazgos experimentales. Como dato complementario, 
recientemente se ha descrito que distintos ligandos pueden producir diferentes 
patrones de fosforilación en los receptores de VEGF, desencadenando, por tanto, 
diversos mecanismos de transducción de señal y, finalmente, distintas respuestas 
biológicas (90). 
 Por otro lado, la ausencia de efecto del tratamiento con EGF, un factor de 
crecimiento que actúa a través de otro receptor, fue indicativa de la especificidad del 
efecto favorecedor de la anoikis del VEGF. La complejidad de la señalización de todos 
estos receptores hace extremadamente difícil la identificación de las señales, o más 
precisamente, de las combinaciones de señales involucradas en las acciones de cada 
uno de estos agentes respecto a la muerte por desarraigo. 
 Todos estos resultados relativos al efecto deletéreo del pretratamiento con 
VEGF sobre la muerte por desarraigo eran contrarios a la que sería la hipótesis 
intuitiva, ya que podía esperarse que el VEGF, como principal molécula protectora del 
endotelio, fuera capaz de incrementar la supervivencia en suspensión. Con los datos 
que disponemos, sólo hemos podido identificar como causantes de este tipo de efecto 
a mediadores que actúan a través de receptores de VEGF. Al no haberse hecho aún un 
análisis sistemático y exhaustivo de otros factores de crecimiento y citoquinas, sería 
aventurado afirmar o negar la existencia de especificidad. 
 Si bien se había descrito que el VEGF no tenía efectos ni protectores ni 
deletéreos en diversos modelos de muerte por desarraigo o anoikis, en los que se 
ponía VEGF en el medio de suspensión (40), esta es la primera vez que se describe un 
efecto del VEGF como inductor de anoikis, al utilizarlo en pretratamiento. En la 
literatura previa se apunta que añadir VEGF al medio en el que se mantienen las células 
en suspensión no tiene consecuencias, puesto que la señalización desde los receptores 
del VEGF depende de una adecuada unión célula–matriz extracelular y célula–célula 
(71) y se bloquea al producirse el desarraigo (25). 
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 Para intentar discernir los mecanismos implicados en la acción del VEGF, 
repetimos el pretratamiento con VEGF en presencia de inhibidores específicos de rutas 
de señalización. Se emplearon inhibidores de las principales rutas de señalización 
accionadas por VEGF, obteniéndose resultados significativos con inhibidores de la 
secuencia PI3K/Akt - GSK3β – β-catenina e inhibidores de JAK2/STAT. 
 La primera ruta analizada fue la de PI3K/Akt, por su papel central en el 
mecanismo citoprotector mediado por VEGF. Este experimento se diseñó a partir de la 
inferencia lógica de que si el VEGF señaliza hacia protección vía PI3K/Akt, la primera 
posibilidad a considerar es que la puesta en suspensión de CE “marcadas” para la 
puesta en marcha de determinados mecanismos, por ejemplo PI3K/Akt, generase una 
señal letal. Un corolario de este razonamiento sería que la distorsión del sistema de 
información de la CE al perderse el arraigo desencadena muerte celular, pero que este 
proceso es más acelerado si primero se ha puesto en marcha una determinada 
secuencia de señales, aunque se trate de una vía supuestamente citoprotectora. 
 Así, si bien está sólidamente establecido que la ruta PI3K/Akt se activa por 
VEGF y que está críticamente implicada en supervivencia endotelial (111), hasta ahora 
se desconocía la importancia de su inhibición previa en el fenómeno de muerte por 
desarraigo o anoikis. La reducción de la muerte inducida por VEGF al inhibir esta ruta 
con LY294002, apoya nuestra hipótesis sobre el efecto paradójico de la activación 
individual de rutas protectoras. Así, si la activación por parte del VEGF de esta ruta de 
supervivencia producía un efecto favorecedor de la muerte por desarraigo, la inhibición 
de ésta la eliminaba del mecanismo y reducía el daño ejercido por el VEGF. 
 El resultado más llamativo y que nos indicó una dirección definida para el 
desarrollo de las etapas siguientes de la serie experimental de esta tesis fue el 
obtenido al emplear AG490, inhibidor específico de JAK2. La capacidad de este 
inhibidor de proteger a las CE de la muerte por desarraigo, tanto con, como sin 
preincubación con VEGF, reveló la importancia, previamente desconocida, de esta ruta 
en el fenómeno de muerte por desarraigo. Este efecto se comprobó al centrarnos en 
los mecanismos inducidos por el pretratamiento con AG490 y que provocan el 
incremento de la supervivencia. 
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 En primer lugar, comprobamos la especificidad de este efecto. Diversos autores 
han descrito que AG490 es capaz de inhibir no sólo JAK2 sino también la quinasa Src 
(88); sin embargo, el empleo de PP2, inhibidor específico de esta quinasa, no fue capaz 
de asemejar el comportamiento obtenido al emplear AG490. Este resultado, junto con 
el obtenido al sobreexpresar la forma deficiente en el dominio quinasa de JAK2, 
sugiere claramente que el aumento en la supervivencia es un efecto específico de la 
inhibición de JAK2. Además, el análisis de la fragmentación del ADN confirmó que la 
muerte observada es por apoptosis, y que este proceso se inhibía al usar AG490. Por lo 
tanto, puede afirmarse que el fenómeno observado se trata de anoikis, tal y como se 
ha descrito anteriormente (38). 
 El siguiente diseño experimental empleado se dirigía a conocer cuanto tiempo 
se prolonga el efecto protector del pretratamiento con AG490. El ensayo utilizado, la 
eficacia de resiembra sobre Matrigel, no solo proporcionó un dato cuantitativo (Mayor 
eficacia en CE tratadas con AG490 y cultivadas en suspensión hasta 48 horas) sino que 
reveló una consecuencia funcional y de probable proyección práctica. Hasta el 
momento, no se conocen abordajes farmacológicos capaces de prolongar la vida de CE 
cultivadas en suspensión y aumentar su eficacia en la resiembra. El empleo de AG490 
abre la posibilidad del uso de CE maduras para posibles estrategias de 
reendotelización. Las ventajas del uso de CE adultas son de aplicación inmediata: a) 
Menor riesgo de evolución incontrolada respecto al uso de precursores; b) Mayor 
facilidad de obtención; c) Posibilidad de desarrollo extenso en cultivo (57). Los 
obstáculos principales para el uso de CE adultas o maduras, vg, su escasa 
supervivencia y su incapacidad de arraigo, podrían verse sensiblemente atenuados por 
el tratamiento con AG490 y similares. 
 A la vista del relevante resultado en la inhibición de la anoikis al bloquear JAK2, 
nuestros esfuerzos se centraron en discernir qué mecanismos están implicados en este 
efecto. Los resultados obtenidos mediante Western Blot indicando un incremento de 
Akt fosforilada demuestra una activación de esta enzima clave de las vías protectoras. 
Igualmente, el incremento en la cantidad total de Akt puede interpretarse en el mismo 
sentido de activación. Esta última puede deberse a una disminución de degradación, 
debido al ya señalado descenso de actividad de caspasas, al tratarse Akt de una de sus 
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dianas proteolíticas (47). En su conjunto, los hallazgos relacionados con Akt son 
importantes para entender los mecanismos implicados; el hecho de que Akt se 
mantenga integra y, además, activa, debe favorecer la supervivencia, al igual que se 
observado en otros estudios en los que se emplea formas constitutivamente activas de 
Akt y que presentaban pérdida de sensibilidad frente a anoikis (40;61). 
 Otro resultado de importancia fue la inhibición de GSK3α/β durante el cultivo 
en suspensión en CE pretratadas con AG490. Esta inhibición lleva a la estabilización 
citoplásmica de β-catenina, incrementando así la cantidad de ésta que puede 
translocarse al núcleo. Este resultado es coherente con lo presentado anteriormente, 
puesto que GSK3α/β es sustrato directo de Akt. 
 Hasta el momento, la participación de un mecanismo implicando GSK3β – β-
catenina en el fenómeno de anoikis se había descrito en tipos celulares distintos del 
endotelio (120). Sin embargo, se desconocía la importancia de la β-catenina en la 
supervivencia de CE frente al desarraigo. Los experimentos realizados con inhibidores 
de GSK3β, tanto LiCl como SB216763, se emplearon como modelo de aumento de β-
catenina funcional. GSK3β, al fosforilar a β-catenina, la marca para su degradación. Por 
el contrario, la inhibición de GSK3β impide fosforilar la β-catenina liberada de las 
uniones célula-célula, con lo que no se dirige a degradación por el proteasoma y por 
lo tanto aumenta (84). En estas condiciones de aumento de β-catenina, la reducción de 
la muerte, tanto en presencia como en ausencia de pretratamiento con VEGF, es 
patente y sería consecuencia directa de este incremento. Esta posible acción de la β-
catenina se confirmó por una metodología más específica, al sobreexpresarla mediante 
transfección (Figura 14). Ambos experimentos favorecen la importancia de la β-
catenina en el fenómeno de muerte por desarraigo en el endotelio. 
 Este resultado es novedoso y potencialmente aplicable, ya que se trata de la 
primera vez que se establece que la sobreexpresión de β-catenina (como consecuencia 
de un aumento de la fosforilación-inactivación de GSK3β o por sobreexpresión 
mediante transfección) aumenta la supervivencia endotelial en condiciones de ausencia 
de uniones celulares. Este hallazgo coincide con lo descrito por diversos autores, que 
afirman tanto que la inhibición de GSK3α/β (62) como la sobreexpresión de β-
catenina, ya sea experimental por transfección con vectores que la sobreexpresan 
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(91;120) o por transformación oncogénica (diversas líneas tumorales presentan 
aumentada la β-catenina) incrementan la supervivencia frente a anoikis. En el caso de 
estas líneas tumorales, la adquisición de resistencia a anoikis les confiere una gran 
capacidad invasiva y metastática (121). Nuestros resultados confirman, además, que 
los cambios observados en la cantidad de β-catenina se deben al pretratamiento con 
AG490. De un modo más general, los datos presentados, relacionando β-catenina y 
endotelio, aportan una información nueva en este tipo celular. 
 La adquisición de un fenotipo resistente a anoikis podría entonces considerarse 
como paso esencial en la transformación metastática de un tumor. Múltiples estudios 
indican que la transformación neoplásica desencadena la resistencia a anoikis; la 
sobreexpresión de oncogenes como ras, raf o rac o la deleción de genes supresores de 
tumores (PTEN, p53) dotaría a las células de propiedades de resistencia a anoikis 
(22;55;75;79;104). En modelos animales, estos tumores resistentes a anoikis muestran 
una mayor predisposición a desarrollar lesiones metastásicas y supervivencia en el 
torrente sanguíneo (86;123). Con los resultados que hemos obtenido, se reafirma la 
idea de incluir en esta lista a la β-catenina, si bien sería necesario un estudio más 
pormenorizado, incluyendo un modelo animal como los anteriores, para conocer en 
mayor profundidad los cambios inducidos al alterar β-catenina. 
 El significado y posible proyección de la resistencia a anoikis conferida por la 
inhibición de JAK2 no se puede establecer todavía con precisión. Nuestros resultados 
revelan un mecanismo y describen un fenómeno, pero sus implicaciones son materia 
especulativa. Existe un creciente interés y abundante bibliografía, toda ella de los 
últimos años, acerca de la existencia de un aumento de CE circulantes en situaciones 
patológicas, como por ejemplo las neoplasias (12). El interés del estudio de este tema 
tiene, al menos, tres vertientes inmediatas: 
1) Su uso como prueba diagnóstica, ya que se está analizando el valor del contaje 
de este tipo de células en el diagnóstico y seguimiento de diversas patologías: 
Tumores, daño endotelial en fracaso multiorgánico, patología vascular 
(12;43;64). En nuestro Laboratorio se ha puesto en marcha el estudio de CE 
adultas circulantes, con la colaboración del Laboratorio de Inmunología de la 
Fundación Jiménez Díaz. No se tienen datos acerca del estado de viabilidad y 
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capacidad de resiembra en que se encuentran estas CE circulantes, un tema de 
gran interés que será necesario abordar. 
2) El posible papel de las CE circulantes en el proceso de metastatización. No se 
tienen datos acerca de la composición en CE de metástasis pluricelulares, vg, 
conteniendo endotelio. 
3) El posible uso de CE pretratadas para resiembra endotelial en territorios 
dañados. Esta es la principal aplicación de nuestros resultados, y que puede 
implicar desarrollos prácticos de utilidad terapéutica. 
 El estudio de la protección debida a la inhibición de JAK2 frente a la ausencia de 
suero se realizó no solo para examinar otras capacidades e implicaciones de esta ruta, 
sino además para obtener información acerca del estado de las CE tras el 
pretratamiento pero previo al cultivo en suspensión. Por esta razón, nos centramos en 
la implicación de la β-catenina, cuya importancia durante la anoikis demostramos 
previamente. 
 El daño endotelial por ausencia de suero se debe a dos circunstancias 
principales: en primer lugar, se trata de una autentica deprivación, ya que las células 
están reprogramadas a un alto estímulo de factores de crecimiento, al ser cultivadas en 
presencia de concentraciones elevadas de SFB. Por otra parte, se ha comprobado que 
la retirada del SFB induce un incremento de ROS (72), por mecanismos no bien 
caracterizados. Este último aspecto es de alta importancia en cuanto al posible papel 
del AG490 en la interferencia con fenómenos oxidativos. 
 En primer lugar, si bien el daño causado por cultivar a las CE en ausencia de 
suero es moderado, es inequívoca la implicación de la ruta JAK2/STAT, en base a la 
reducción de este daño endotelial al emplear AG490; esta protección es de un nivel 
similar a la obtenida al emplear la molécula protectora del endotelio por excelencia, el 
VEGF. 
 En CE adheridas y sin estimular, la β-catenina se mantiene asociada a la VE-
cadherina en las uniones célula-célula; simultáneamente, los niveles citoplásmicos 
permanecen muy bajos. En nuestro caso, hemos observado cambios tanto en la 
cantidad como en la distribución de la β-catenina y que están claramente debidos a la 
inhibición de JAK2 con AG490. Además, la demostración de un aumento en la actividad 
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transcripcional de β-catenina y de la cantidad de β-catenina funcional en el núcleo nos 
sugirió que esta proteína tiene un papel muy importante en los efectos protectores; de 
hecho, el patrón encontrado coincide con el descrito en diversas líneas celulares 
resistentes a la muerte (54). Por último, debemos indicar que estos cambios en la 
cantidad, distribución y actividad transcripcional de β-catenina son fenómenos que se 
describen por primera vez en CE y que asemejan lo obtenido en otros tipos celulares al 
inhibir GSK3β con LiCl (62). 
 En las mismas condiciones en las que hemos observado cambios en la β-
catenina, las variaciones en la cantidad de PECAM-1 observadas suponen también un 
resultado nuevo y de gran proyección potencial, no sólo por el papel de PECAM-1 en sí 
mismo, sino por su relación con los cambios en la cantidad y distribución de β-
catenina. Biswas y cols (14) indican que PECAM-1 está íntimamente asociado con la 
prevención de la degradación de β-catenina (actuando como reservorio de la β-
catenina liberada de las uniones célula-célula) así como con su aumento en el núcleo. 
Incluso, recientemente se ha visto que PECAM-1 ejerce este efecto mediante inhibición 
de GSK3β, encargada de marcar a β-catenina para degradación por el proteasoma (13). 
En consecuencia, el aumento simultaneo de PECAM-1 y β-catenina observado al inhibir 
JAK2 con AG490 apoya la existencia de una secuencia operacional para la protección 
de CE. 
 En base a la literatura previa, en la que se describe la activación de la ruta 
JAK2/STAT en casos de estrés oxidativo y la protección frente a éste al inhibir esta ruta 
en diferentes tipos celulares, astrocitos o músculo liso vascular (45;105), nos 
centramos en estudiar la implicación de esta ruta en el caso de estrés oxidativo sobre 
CE. 
 La alta toxicidad en CE frente a la exposición directa a distintas especies 
reactivas de oxigeno (ROS), tales como el H2O2 o el superóxido, y, sobre todo, la 
protección observada al inhibir JAK2, ya sea con AG490 o con la forma deficiente en el 
dominio quinasa, concuerdan con lo descrito para células del músculo liso vascular 
(105). La activación de la ruta JAK2 en presencia de H2O2 desencadena la maquinaria 
apoptótica, pero su inhibición con AG490 detiene el proceso de daño. En otros tipos 
celulares, el tratamiento con ROS también desencadena la activación de la ruta 
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JAK2/STAT (45;108). Aún así, el mecanismo de activación de JAK2 dependiente de ROS 
está todavía por caracterizar a nivel molecular, si bien se han encontrado datos 
indicativos de que se debe o a la inactivación temporal y reversible de fosfatasas (36), 
y probablemente a una activación previa de PKC-δ (37). 
 Nuestros resultados no se refieren directamente al mecanismo bioquímico de la 
activación de JAK2 desencadenada por ROS, que queda fuera del objetivo de este 
estudio, pero, sin embargo, si presentan inequívocamente la implicación de JAK2, ya 
que el empleo de un inhibidor específico de su fosforilación/activación y de una forma 
dominante deficiente en el dominio quinasa son capaces de bloquear los efectos 
desencadenados por la activación de esta ruta por ROS en cuanto a muerte celular. 
 En esta tesis hemos empleado H2O2 y superóxido exógenos como agentes de 
estrés oxidativo. En cambio, son muchos los casos en los que se produce estrés 
oxidativo por generación de ROS extra e intracelulares. Uno de estos casos, de 
extrema importancia clínica, es el trasplante de órganos, donde se produce daño 
celular por estrés oxidativo tanto en la conservación fría del órgano, como durante la 
fase de reperfusión (93). Más aún, el empleo de CsA como inmunosupresor en 
pacientes transplantados también induce daño endotelial por generación de ROS (73). 
 En nuestro conocimiento, nuestros resultados al emplear el inhibidor específico 
de JAK2, AG490, en CE tratadas con el medio de conservación de órganos EuroCollins 
o con CsA son los primeros de su tipo y reafirman el papel de la ruta JAK2/STAT en el 
estrés oxidativo. Como hemos dicho, tanto la exposición al EuroCollins como a la CsA 
son básicamente pro-oxidativos. La concordancia entre datos es notable, y puede 
decirse, en una sentido más general, que la totalidad de las maniobras experimentales 
inductoras de daño endotelial empleadas en esta tesis y bloqueados al inhibir JAK2, 
podrían tener como base un mecanismo oxidante. 
 Añadiendo información a este punto, en una serie de experimentos similares 
realizados sobre células epiteliales de túbulo proximal de riñón (PTEC), el AG490 
también fue capaz de proteger frente al daño oxidativo provocado por H2O2, el medio 
de conservación de órganos EuroCollins o la CsA, en forma similar a lo observado en 
CE (Neria y cols, datos sin publicar). La trascendencia de este dato radica en demostrar 
5. Discusión 
 73
que lo reseñado en esta tesis no se limita a efectos endoteliales sino que abarca a 
otros tipos celulares expuestos a estrés oxidativo. 
 Se trata de la primera vez que se muestra que el empleo de este inhibidor 
específico de JAK2 no solo protege del estrés oxidativo cuando se produce la adición 
exógena de ROS, sino que también lo hace cuando la generación de ROS es endógena, 
como consecuencia de un tratamiento previo, lo que aporta una serie de proyecciones 
prácticas directas a estos resultados. Nuevamente, las principales serían el trasplante 
de riñón y el fracaso renal agudo isquémico, condiciones en las que tanto las CE como 
las PTEC son diana del daño oxidativo (50;56). Es de interés práctico considerar la 
posibilidad de realizar estudios experimentales añadiendo al medio de perfusión y 
conservación de órganos AG490, con objeto de incidir sobre el daño que sufre el riñón 
durante su conservación fría y trasplante al receptor. 
 Sobre la base de que el estrés oxidativo desencadena apoptosis, empleamos 
marcadores apoptóticos estándar, como por ejemplo el ratio Bcl-2/Bax (32;67). 
Nuestros resultados confirmaron que, efectivamente, la incorporación del estímulo 
(H2O2) promovía una situación proapoptótica con bajo ratio. El retorno a un patrón 
antiapoptótico al inhibir JAK2 supuso la ratificación de que esta ruta tiene un 
importante papel en toda la maquinaria disparada por ROS. Además, que esta 
modificación en el ratio Bcl-2/Bax sea principalmente causada por cambios en la 
cantidad de Bcl-2 (incrementada en CE tratadas con AG490) supone una reafirmación 
de nuestros hallazgos sobre protección frente a ROS al inhibir JAK2, ya que en la 
literatura existen multitud de evidencias donde se relaciona a Bcl-2 con protección de 
las células frente a una gran cantidad de estímulos que inducen apoptosis, como 
deprivación de factores de crecimiento o drogas que dañan al ADN (124). Esta 
habilidad puede estar relacionada con las propiedades antioxidantes de Bcl-2 (28). Por 
tanto, un incremento en el ratio Bcl-2/Bax puede determinar la supervivencia celular 
tras un estímulo apoptótico (65). 
 Los estudios acerca de la actividad de la caspasa 3 refuerzan los hallazgos 
observados sobre la inhibición de la muerte apoptótica inducida por ROS por el 
tratamiento con AG490. Este resultado y los obtenidos sobre el ratio Bcl-2/Bax nos 
permitieron afirmar que, efectivamente, se trataba de un fenómeno de apoptosis 
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inducida por ROS, en el que la ruta JAK2/STAT tuvo un papel crucial. Ambos resultados 
(incremento del ratio Bcl-2/Bax e inhibición de la actividad de la caspasa 3) 
confirmaron los hallazgos obtenidos en otros tipos celulares (45;105); así, en células 
del músculo liso vascular, el estímulo oxidativo (H2O2) provoca un incremento de Bax, 
que se ve reducido al inhibir JAK2 (105). Sin embargo, el último hallazgo presentado 
en esta tesis introdujo un nuevo interrogante: ¿cuál es el efecto principal del AG490 en 
condiciones pro-oxidantes? Los micrografías que muestran que la 
oxidación/fluorescencia de la rodamina es prácticamente ausente en CE pretratadas 
con AG490 pondrían de manifiesto que, si bien el AG490 es capaz de bloquear los 
mecanismos inducidos por el estrés oxidativo, también actuaría o bien como un 
antioxidante o como activador de mecanismos antioxidantes. La probabilidad de que 
se trate de un antioxidante o “scavenger” de ROS por sí mismo quedaría 
razonablemente descartada a priori, en base a la estructura química del AG490, que no 
sugiere una capacidad aceptora de protones (42). Los resultados obtenidos tanto de 
citotoxicidad y, sobre todo, de la fluorescencia de la rodamina en CE transfectadas con 
la forma deficiente en el dominio quinasa de JAK2 descartan, aun más si cabe, la 
posible naturaleza “scavenger” del AG490 y desvelan la importancia de la inhibición de 
JAK2 en el bloqueo del daño oxidativo. Sin embargo, es necesario un estudio más 
pormenorizado y dirigido para determinar si, efectivamente, AG490 es capaz de activar 
los mecanismos antioxidantes propios de las CE. De todos modos, este resultado 
apoya nuevamente el posible empleo de AG490 durante la conservación de órganos, 
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Una explicación simple, pero que merece ser estudiada, es la posibilidad de que la 
activación de STAT3, tal como la ejercida por VEGF o ROS, tenga un papel importante 
en la puesta en marcha de vías letales. Por el contrario, hemos comprobado muy 
recientemente (Neria y cols, datos sin publicar) que la activación de otra STAT, STAT5, 
tiene efectos protectores. En conjunto, estos datos sugieren que las STATs serían el 
elemento decisivo en la decisión celular hacia la protección o el daño. 
 Los estudios in vivo confirmaron, finalmente, lo que mostraron los 
experimentos sobre cultivos de CE. Los hallazgos acerca de los capilares peritubulares 
ratifican lo observado por Kang y cols (59), que muestran un mayor daño de estos 
vasos sin afectar al glomérulo en condiciones de toxicidad por anticalcineurínicos (66) 
y en otras entidades. El incremento de la tinción con lectina al tratar con CsA 
(empleado como inductor de daño oxidativo) es indicativo de mayor daño de los 
capilares, tal como han demostrado previamente otros grupos, aunque empleando 
distintos modelos de daño (24;81). Como comentario metodológico, en el presente 
trabajo, es la primera vez que se describe el incremento de unión de lectina tras 
exposición a CsA. En todos estos casos, los ligandos de superficie de las CE sometidas 
al daño quedan más expuestos, permitiendo un incremento del reconocimiento de la 
lectina sobre sus sitios de unión (24). El resultado obtenido al inhibir JAK2 con AG490 
en presencia de CsA en este modelo in vivo es relevante en términos de protección 
frente al daño microcirculatorio en trasplantes de riñón y en otros casos de toxicidad 
por CsA y agentes con efectos similares. De hecho, al ser la lesión de estos capilares 
crítica en el desarrollo del daño por CsA (59;69), tanto agudo como crónico, el AG490 
podría emplearse para reducir esta toxicidad. Más aún, son extremadamente escasos 
los medios de tratamiento disponibles para prevenir el daño capilar peritubular. 
 Por tanto, el conjunto de resultados obtenidos in vivo e in vitro nos permiten 
sugerir el empleo de inhibidores de JAK2 (como el AG490) tanto en la conservación del 
riñón anterior al trasplante como en la posterior administración de CsA, con un único 
objetivo: evitar el daño de las CE por el estrés oxidativo a la que se ven sometidas 
durante todo este proceso. 
 Además, el posible efecto antioxidante o activador de mecanismos 
antioxidantes de la inhibición de JAK2 es coherente con los resultados obtenidos al 
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emplear AG490 en pretratamiento antes de inducir anoikis. Li y cols indicaban que se 
producía una disminución de la anoikis al emplear antioxidantes sobre CE (70). Si 
AG490 tiene esta capacidad, añadiría un componente más a los mecanismos 
protectores frente a anoikis descritos en esta tesis, eg, mayor β-catenina, aumento de 
Akt y Akt activa, todos ellos inducidos al inhibir JAK2. 
 En conjunto, nuestros resultados principales sugieren una interpretación de los 
efectos de JAK2 y su inhibición, que será necesario estudiar en mayor profundidad. 
Esta vía está todavía en las primeras etapas de su caracterización y queda aún un 
campo muy amplio sin dilucidar. Así, la acción de agentes estimuladores de JAK2 
previa al desarraigo es definidamente perjudicial para la viabilidad celular y lo opuesto 
se observa con la inhibición de JAK2. Los datos obtenidos en esta tesis favorecen que, 
al menos en parte, la protección conferida por AG490/dominante negativo de JAK2 se 
relaciona con un papel deletéreo de esta vía en relación a oxidación celular. Estos 
datos son compatibles con resultados recientes del Laboratorio (44) que demuestran 
como una exposición oxidante leve tiene efectos citoprotectores y pre-condicionantes, 
que desaparecen en presencia de estímulos oxidativos más intensos. Esta dualidad de 
acciones coincide con los también duales efectos de la estimulación y bloqueo de JAK2 
































1. Los mecanismos implicados en la protección endotelial inducidos por el MC de 
la línea tumoral MG63 en CE confluentes incluyen la activación de rutas de 
supervivencia endotelial (PI3K/Akt y MAPK) y la inhibición de la caspasa 3. 
2. El pretratamiento de CE con MC tumoral o con medio de cultivo con SFB 
aumenta la supervivencia endotelial cuando se desprenden de la monocapa. 
3. Al contrario de lo esperado, el pretratamiento de CE con VEGF induce un 
incremento de la muerte celular cuando se produce el desarraigo. Este efecto 
es exclusivo de VEGF y PlGF, dependiente de VEGFR1 y VEGFR2, y con 
participación significativa de la ruta PI3K/Akt. 
4. La inhibición de la ruta JAK2/STAT durante el pretratamiento protege a las CE 
de la muerte por anoikis y aumenta su capacidad de crecimiento en resiembra. 
Los mecanismos implicados en esta protección incluyen al eje PI3K/Akt-
GSK3β-β-catenina. 
5. El incremento de la β-catenina funcional protege a las CE de la muerte por 
desarraigo. Esta protección está mediada por cambios en la cantidad, 
distribución y actividad transcripcional de β-catenina, así como por un 
aumento de PECAM-1. 
6. La inhibición de JAK2 también protege a las CE frente a la exposición a ROS, ya 
sea directa (H2O2 o superóxido) o indirecta (EuroCollins, CsA). Los mecanismos 
implicados en esta protección comprenden tanto el aumento en el ratio Bcl-
2/Bax como la inhibición de la caspasa 3. El efecto protector de la inhibición de 
JAK2 está relacionado con una disminución de la oxidación celular. 
7. El efecto protector del AG490 se manifiesta también in vivo, inhibiendo el daño 
inducido por un agente con capacidad oxidativa, la ciclosporina A, sobre las CE 
de los capilares peritubulares renales de ratón. 
8. Como corolario general, el comportamiento respecto al VEGF y moléculas 
similares de las CE adheridas y en monocapa difiere sustancialmente del 
observado en las células en suspensión. A diferencia de lo encontrado en 




9. A efectos prácticos, la inhibición de JAK2 reduce el daño producido por 
diferentes formas de agresión oxidativa sobre el endotelio. Este hallazgo puede 
aplicarse potencialmente a diferentes situaciones patológicas, desde la 
































1. Aaronson DS y Horvath CM. A road map for those who don't know JAK-STAT. 
Science 296: 1653-1655, 2002. 
2. Achen MG, Williams RA, Minekus MP, Thornton GE, Stenvers K, Rogers PA, Lederman 
F, Roufail S, y Stacker SA. Localization of vascular endothelial growth factor-D in 
malignant melanoma suggests a role in tumour angiogenesis. J Pathol 193: 147-154, 
2001. 
3. Akeno N, Czyzyk-Krzeska MF, Gross TS, y Clemens TL. Hypoxia induces vascular 
endothelial growth factor gene transcription in human osteoblast-like cells through 
the hypoxia-inducible factor-2alpha. Endocrinology 142: 959-962, 2001. 
4. Almeida EA, Ilic D, Han Q, Hauck CR, Jin F, Kawakatsu H, Schlaepfer DD, y Damsky 
CH. Matrix survival signaling: from fibronectin via focal adhesion kinase to c-Jun 
NH(2)-terminal kinase.  J Cell Biol 149: 741-754, 2000. 
5. Alvarez Arroyo MV, Suzuki Y, Yague S, Lorz C, Jimenez S, Soto C, Barat A, Belda E, 
Gonzalez-Pacheco FR, Deudero JJ, Castilla MA, Egido J, Ortiz A, y Caramelo C. Role of 
endogenous vascular endothelial growth factor in tubular cell protection against acute 
cyclosporine toxicity. Transplantation 74: 1618-1624, 2002. 
6. Attwell S, Roskelley C, y Dedhar S. The integrin-linked kinase (ILK) suppresses 
anoikis. Oncogene 19: 3811-3815, 2000. 
7. Autiero M, Waltenberger J, Communi D, Kranz A, Moons L, Lambrechts D, Kroll J, 
Plaisance S, De Mol M, Bono F, Kliche S, Fellbrich G, Ballmer-Hofer K, Maglione D, 
Mayr-Beyrle U, Dewerchin M, Dombrowski S, Stanimirovic D, Van Hummelen P, Dehio 
C, Hicklin DJ, Persico G, Herbert JM, Communi D, Shibuya M, Collen D, Conway EM, y 
Carmeliet P. Role of PlGF in the intra- and intermolecular cross talk between the VEGF 




8. Bachelder RE, Wendt MA, Fujita N, Tsuruo T, y Mercurio AM. The cleavage of 
Akt/protein kinase B by death receptor signaling is an important event in detachment-
induced apoptosis. J Biol Chem 276: 34702-34707, 2001. 
9. Bartoli M, Gu X, Tsai NT, Venema RC, Brooks SE, Marrero MB, y Caldwell RB. Vascular 
endothelial growth factor activates STAT proteins in aortic endothelial cells. J Biol 
Chem 275: 33189-33192, 2000. 
10. Bazzoni G y Dejana E. Pores in the sieve and channels in the wall: control of 
paracellular permeability by junctional proteins in endothelial cells. Microcirculation 8: 
143-152, 2001. 
11. Bergin E, Levine JS, Koh JS, y Lieberthal W. Mouse proximal tubular cell-cell 
adhesion inhibits apoptosis by a cadherin-dependent mechanism. Am J Physiol Renal 
Physiol 278: F758-F768, 2000. 
12. Bertolini F, Shaked Y, Mancuso P, y Kerbel RS. The multifaceted circulating 
endothelial cell in cancer: towards marker and target identification. Nat Rev Cancer 6: 
835-845, 2006. 
13. Biswas P, Canosa S, Schoenfeld D, Schoenfeld J, Li P, Cheas LC, Zhang J, Cordova A, 
Sumpio B, y Madri JA. PECAM-1 affects GSK-3beta-mediated beta-catenin 
phosphorylation and degradation. Am J Pathol 169: 314-324, 2006. 
14. Biswas P, Canosa S, Schoenfeld J, Schoenfeld D, Tucker A, y Madri JA. PECAM-1 
promotes beta-catenin accumulation and stimulates endothelial cell proliferation. 
Biochem Biophys Res Commun 303: 212-218, 2003. 
15. Bolli R. The late phase of preconditioning. Circ Res 87: 972-983, 2000. 
16. Byzova TV, Goldman CK, Jankau J, Chen J, Cabrera G, Achen MG, Stacker SA, 




endothelial growth factor-D induces tissue-specific vascular patterns in vivo. Blood 99: 
4434-4442, 2002. 
17. Carmeliet P, Lampugnani MG, Moons L, Breviario F, Compernolle V, Bono F, Balconi 
G, Spagnuolo R, Oostuyse B, Dewerchin M, Zanetti A, Angellilo A, Mattot V, Nuyens D, 
Lutgens E, Clotman F, de Ruiter MC, Gittenberger-de Groot A, Poelmann R, Lupu F, 
Herbert JM, Collen D, y Dejana E. Targeted deficiency or cytosolic truncation of the VE-
cadherin gene in mice impairs VEGF-mediated endothelial survival and angiogenesis. 
Cell 98: 147-157, 1999. 
18. Castilla MA, Arroyo MV, Aceituno E, Aragoncillo P, Gonzalez-Pacheco FR, Texeiro E, 
Bragado R, y Caramelo C. Disruption of cadherin-related junctions triggers autocrine 
expression of vascular endothelial growth factor in bovine aortic endothelial cells : 
effects on cell proliferation and death resistance. Circ Res 85: 1132-1138, 1999. 
19. Castilla MA, Neria F, Renedo G, Pereira DS, Gonzalez-Pacheco FR, Jimenez S, 
Tramon P, Deudero JJ, Arroyo MV, Yague S, y Caramelo C. Tumor-induced endothelial 
cell activation: role of vascular endothelial growth factor. Am J Physiol Cell Physiol 286: 
C1170-C1176, 2004. 
20. Cetkovic-Cvrlje M y Uckun FM. Targeting Janus kinase 3 in the treatment of 
leukemia and inflammatory diseases. Arch Immunol Ther Exp (Warsz ) 52: 69-82, 
2004. 
21. Conacci-Sorrell M, Zhurinsky J, y Ben Ze'ev A. The cadherin-catenin adhesion 
system in signaling and cancer. J Clin Invest 109: 987-991, 2002. 
22. Coniglio SJ, Jou TS, y Symons M. Rac1 protects epithelial cells against anoikis. J Biol 
Chem 276: 28113-28120, 2001. 
23. Cross MJ, Dixelius J, Matsumoto T, y Claesson-Welsh L. VEGF-receptor signal 




24. de Vries B, Walter SJ, Peutz-Kootstra CJ, Wolfs TG, van Heurn LW, y Buurman WA. 
The mannose-binding lectin-pathway is involved in complement activation in the 
course of renal ischemia-reperfusion injury. Am J Pathol 165: 1677-1688, 2004. 
25. Dejana E. Endothelial cell-cell junctions: happy together. Nat Rev Mol Cell Biol 5: 
261-270, 2004. 
26. Dejana E, Bazzoni G, y Lampugnani MG. Vascular endothelial (VE)-cadherin: only an 
intercellular glue? Exp Cell Res 252: 13-19, 1999. 
27. Dejana E, Spagnuolo R, y Bazzoni G. Interendothelial junctions and their role in the 
control of angiogenesis, vascular permeability and leukocyte transmigration. Thromb 
Haemost 86: 308-315, 2001. 
28. Deng X, Gao F, y May WS, Jr. Bcl2 retards G1/S cell cycle transition by regulating 
intracellular ROS. Blood 102: 3179-3185, 2003. 
29. Dhalla NS, Temsah RM, y Netticadan T. Role of oxidative stress in cardiovascular 
diseases. J Hypertens 18: 655-673, 2000. 
30. Diaz-Montero CM y McIntyre BW. Acquisition of anoikis resistance in human 
osteosarcoma cells. Eur J Cancer 39: 2395-2402, 2003. 
31. El Adawi H, Deng L, Tramontano A, Smith S, Mascareno E, Ganguly K, Castillo R, y 
El Sherif N. The functional role of the JAK-STAT pathway in post-infarction remodeling. 
Cardiovasc Res 57: 129-138, 2003. 
32. Engel RH y Evens AM. Oxidative stress and apoptosis: a new treatment paradigm in 
cancer. Front Biosci 11: 300-312, 2006. 
33. Espada J, Peinado H, Esteller M, y Cano A. Direct metabolic regulation of beta-
catenin activity by the p85alpha regulatory subunit of phosphoinositide 3-OH kinase. 




34. Ferrara N. The role of VEGF in the regulation of physiological and pathological 
angiogenesis. EXS 209-231, 2005. 
35. Ferrara N, Gerber HP, y LeCouter J. The biology of VEGF and its receptors. Nat Med 
9: 669-676, 2003. 
36. Finkel T y Holbrook NJ. Oxidants, oxidative stress and the biology of ageing. 
Nature 408: 239-247, 2000. 
37. Frank GD, Mifune M, Inagami T, Ohba M, Sasaki T, Higashiyama S, Dempsey PJ, y 
Eguchi S. Distinct mechanisms of receptor and nonreceptor tyrosine kinase activation 
by reactive oxygen species in vascular smooth muscle cells: role of metalloprotease 
and protein kinase C-delta. Mol Cell Biol 23: 1581-1589, 2003. 
38. Frisch SM y Francis H. Disruption of epithelial cell-matrix interactions induces 
apoptosis. J Cell Biol 124: 619-626, 1994. 
39. Frisch SM, Vuori K, Ruoslahti E, y Chan-Hui PY. Control of adhesion-dependent cell 
survival by focal adhesion kinase. J Cell Biol 134: 793-799, 1996. 
40. Fujio Y y Walsh K. Akt mediates cytoprotection of endothelial cells by vascular 
endothelial growth factor in an anchorage-dependent manner. J Biol Chem 274: 
16349-16354, 1999. 
41. Gao C, Sun W, Christofidou-Solomidou M, Sawada M, Newman DK, Bergom C, 
Albelda SM, Matsuyama S, y Newman PJ. PECAM-1 functions as a specific and potent 
inhibitor of mitochondrial-dependent apoptosis. Blood 102: 169-179, 2003. 
42. Gazit A, Yaish P, Gilon C, y Levitzki A. Tyrphostins I: synthesis and biological 




43. George J, Shmilovich H, Deutsch V, Miller H, Keren G, y Roth A. Comparative 
analysis of methods for assessment of circulating endothelial progenitor cells. Tissue 
Eng 12: 331-335, 2006. 
44. Gonzalez-Pacheco FR, Deudero JJ, Castellanos MC, Castilla MA, Alvarez-Arroyo MV, 
Yague S, y Caramelo C. Mechanisms of endothelial response to oxidative aggression: 
protective role of autologous VEGF and induction of VEGFR2 by H2O2. Am J Physiol 
Heart Circ Physiol 291: H1395-H1401, 2006. 
45. Gorina R, Petegnief V, Chamorro A, y Planas AM. AG490 prevents cell death after 
exposure of rat astrocytes to hydrogen peroxide or proinflammatory cytokines: 
involvement of the Jak2/STAT pathway. J Neurochem 92: 505-518, 2005. 
46. Gradl D, Kuhl M, y Wedlich D. The Wnt/Wg signal transducer beta-catenin controls 
fibronectin expression. Mol Cell Biol 19: 5576-5587, 1999. 
47. Grossmann J. Molecular mechanisms of "detachment-induced apoptosis--Anoikis". 
Apoptosis 7: 247-260, 2002. 
48. Grossmann J, Artinger M, Grasso AW, Kung HJ, Scholmerich J, Fiocchi C, y Levine 
AD. Hierarchical cleavage of focal adhesion kinase by caspases alters signal 
transduction during apoptosis of intestinal epithelial cells. Gastroenterology 120: 79-
88, 2001. 
49. Grossmann J, Walther K, Artinger M, Rummele P, Woenckhaus M, y Scholmerich J. 
Induction of apoptosis before shedding of human intestinal epithelial cells. Am J 
Gastroenterol 97: 1421-1428, 2002. 
50. Hall AV y Jevnikar AM. Significance of endothelial cell survival programs for renal 




51. Harada M, Qin Y, Takano H, Minamino T, Zou Y, Toko H, Ohtsuka M, Matsuura K, 
Sano M, Nishi J, Iwanaga K, Akazawa H, Kunieda T, Zhu W, Hasegawa H, Kunisada K, 
Nagai T, Nakaya H, Yamauchi-Takihara K, y Komuro I. G-CSF prevents cardiac 
remodeling after myocardial infarction by activating the Jak-Stat pathway in 
cardiomyocytes. Nat Med  11: 305-311, 2005. 
52. Hattori R, Maulik N, Otani H, Zhu L, Cordis G, Engelman RM, Siddiqui MA, y Das DK. 
Role of STAT3 in ischemic preconditioning. J Mol Cell Cardiol 33: 1929-1936, 2001. 
53. Hehlgans S, Haase M, y Cordes N. Signalling via integrins: implications for cell 
survival and anticancer strategies. Biochim Biophys Acta 1775: 163-180, 2007. 
54. Ilan N, Tucker A, y Madri JA. Vascular endothelial growth factor expression, beta-
catenin tyrosine phosphorylation, and endothelial proliferative behavior: a pathway for 
transformation?  Lab Invest 83: 1105-1115, 2003. 
55. Ilic D, Almeida EA, Schlaepfer DD, Dazin P, Aizawa S, y Damsky CH. Extracellular 
matrix survival signals transduced by focal adhesion kinase suppress p53-mediated 
apoptosis. J Cell Biol 143: 547-560, 1998. 
56. Irani K. Oxidant signaling in vascular cell growth, death, and survival : a review of 
the roles of reactive oxygen species in smooth muscle and endothelial cell mitogenic 
and apoptotic signaling. Circ Res 87: 179-183, 2000. 
57. Iwaguro H y Asahara T. Endothelial progenitor cell culture and gene transfer. 
Methods Mol Med 112: 239-247, 2005. 
58. Jacobi J, Kristal B, Chezar J, Shaul SM, y Sela S. Exogenous superoxide mediates 
pro-oxidative, proinflammatory, and procoagulatory changes in primary endothelial 




59. Kang DH, Kim YG, Andoh TF, Gordon KL, Suga S, Mazzali M, Jefferson JA, Hughes J, 
Bennett W, Schreiner GF, y Johnson RJ. Post-cyclosporine-mediated hypertension and 
nephropathy: amelioration by vascular endothelial growth factor. Am J Physiol Renal 
Physiol 280: F727-F736, 2001. 
60. Khwaja A y Downward J. Lack of correlation between activation of Jun-NH2-
terminal kinase and induction of apoptosis after detachment of epithelial cells. J Cell 
Biol 139: 1017-1023, 1997. 
61. Khwaja A, Rodriguez-Viciana P, Wennstrom S, Warne PH, y Downward J. Matrix 
adhesion and Ras transformation both activate a phosphoinositide 3-OH kinase and 
protein kinase B/Akt cellular survival pathway. EMBO J 16: 2783-2793, 1997. 
62. Kim HS, Skurk C, Thomas SR, Bialik A, Suhara T, Kureishi Y, Birnbaum M, Keaney JF, 
Jr., y Walsh K. Regulation of angiogenesis by glycogen synthase kinase-3beta. J Biol 
Chem 277: 41888-41896, 2002. 
63. Kisseleva T, Bhattacharya S, Braunstein J, y Schindler CW. Signaling through the 
JAK/STAT pathway, recent advances and future challenges. Gene 285: 1-24, 2002. 
64. Koc M, Richards HB, Bihorac A, Ross EA, Schold JD, y Segal MS. Circulating 
endothelial cells are associated with future vascular events in hemodialysis patients. 
Kidney Int 67: 1078-1083, 2005. 
65. Kutuk O y Basaga H. Bcl-2 protein family: implications in vascular apoptosis and 
atherosclerosis. Apoptosis 11: 1661-1675, 2006. 
66. Lamas S. Cellular mechanisms of vascular injury mediated by calcineurin inhibitors. 
Kidney Int  68: 898-907, 2005. 
67. Le Bras M, Clement MV, Pervaiz S, y Brenner C. Reactive oxygen species and the 




68. Le Gall M, Chambard JC, Breittmayer JP, Grall D, Pouyssegur J, y Obberghen-
Schilling E. The p42/p44 MAP kinase pathway prevents apoptosis induced by 
anchorage and serum removal. Mol Biol Cell 11: 1103-1112, 2000. 
69. Lee SY, Jo SK, Cho WY, Kim HK, y Won NH. The effect of alpha-melanocyte-
stimulating hormone on renal tubular cell apoptosis and tubulointerstitial fibrosis in 
cyclosporine A nephrotoxicity. Transplantation 78: 1756-1764, 2004. 
70. Li AE, Ito H, Rovira II, Kim KS, Takeda K, Yu ZY, Ferrans VJ, y Finkel T. A role for 
reactive oxygen species in endothelial cell anoikis. Circ Res 85: 304-310, 1999. 
71. Liu W, Ahmad SA, Reinmuth N, Shaheen RM, Jung YD, Fan F, y Ellis LM. Endothelial 
cell survival and apoptosis in the tumor vasculature. Apoptosis 5: 323-328, 2000. 
72. Lopes NH, Vasudevan SS, Gregg D, Selvakumar B, Pagano PJ, Kovacic H, y 
Goldschmidt-Clermont PJ. Rac-dependent monocyte chemoattractant protein-1 
production is induced by nutrient deprivation. Circ Res 91: 798-805, 2002. 
73. Lopez-Ongil S, Hernandez-Perera O, Navarro-Antolin J, Perez dL, Rodriguez-Puyol 
M, Lamas S, y Rodriguez-Puyol D. Role of reactive oxygen species in the signalling 
cascade of cyclosporine A-mediated up-regulation of eNOS in vascular endothelial 
cells. Br J Pharmacol 124: 447-454, 1998. 
74. Lum H y Roebuck KA. Oxidant stress and endothelial cell dysfunction. Am J Physiol 
Cell Physiol  280: C719-C741, 2001. 
75. Maehama T, Taylor GS, y Dixon JE. PTEN and myotubularin: novel phosphoinositide 
phosphatases. Annu Rev Biochem 70: 247-279, 2001. 
76. Mao CD, Hoang P, y DiCorleto PE. Lithium inhibits cell cycle progression and 





77. Mascareno E, El Shafei M, Maulik N, Sato M, Guo Y, Das DK, y Siddiqui MA. 
JAK/STAT signaling is associated with cardiac dysfunction during ischemia and 
reperfusion. Circulation 104: 325-329, 2001. 
78. Maziere C, Conte MA, y Maziere JC. Activation of JAK2 by the oxidative stress 
generated with oxidized low-density lipoprotein. Free Radic Biol Med 31: 1334-1340, 
2001. 
79. McFall A, Ulku A, Lambert QT, Kusa A, Rogers-Graham K, y Der CJ. Oncogenic Ras 
blocks anoikis by activation of a novel effector pathway independent of 
phosphatidylinositol 3-kinase. Mol Cell Biol 21: 5488-5499, 2001. 
80. Meydan N, Grunberger T, Dadi H, Shahar M, Arpaia E, Lapidot Z, Leeder JS, 
Freedman M, Cohen A, Gazit A, Levitzki A, y Roifman CM. Inhibition of acute 
lymphoblastic leukaemia by a Jak-2 inhibitor. Nature 379: 645-648, 1996. 
81. Moller-Kristensen M, Wang W, Ruseva M, Thiel S, Nielsen S, Takahashi K, Shi L, 
Ezekowitz A, Jensenius JC, y Gadjeva M. Mannan-binding lectin recognizes structures 
on ischaemic reperfused mouse kidneys and is implicated in tissue injury. Scand J 
Immunol 61: 426-434, 2005. 
82. Monton M, Castilla MA, Alvarez Arroyo MV, Tan D, Gonzalez-Pacheco FR, Lopez FA, 
Casado S, y Caramelo C. Effects of angiotensin II on endothelial cell growth: role of AT-
1 and AT-2 receptors. J Am Soc Nephrol 9: 969-974, 1998. 
83. Munoz-Chapuli R, Quesada AR, y Angel MM. Angiogenesis and signal transduction 
in endothelial cells. Cell Mol Life Sci 61: 2224-2243, 2004. 
84. Nelson WJ y Nusse R. Convergence of Wnt, beta-catenin, and cadherin pathways. 




85. Nicoletti I, Migliorati G, Pagliacci MC, Grignani F, y Riccardi C. A rapid and simple 
method for measuring thymocyte apoptosis by propidium iodide staining and flow 
cytometry. J Immunol Methods 139: 271-279, 1991. 
86. Nikiforov MA, Hagen K, Ossovskaya VS, Connor TM, Lowe SW, Deichman GI, y 
Gudkov AV. p53 modulation of anchorage independent growth and experimental 
metastasis. Oncogene 13: 1709-1719, 1996. 
87. Nor JE, Christensen J, Mooney DJ, y Polverini PJ. Vascular endothelial growth factor 
(VEGF)-mediated angiogenesis is associated with enhanced endothelial cell survival 
and induction of Bcl-2 expression. Am J Pathol 154: 375-384, 1999. 
88. Oda Y, Renaux B, Bjorge J, Saifeddine M, Fujita DJ, y Hollenberg MD. cSrc is a major 
cytosolic tyrosine kinase in vascular tissue. Can J Physiol Pharmacol 77: 606-617, 
1999. 
89. Olmeda D, Castel S, Vilaro S, y Cano A. Beta-catenin regulation during the cell 
cycle: implications in G2/M and apoptosis. Mol Biol Cell 14: 2844-2860, 2003. 
90. Olsson AK, Dimberg A, Kreuger J, y Claesson-Welsh L. VEGF receptor signalling - in 
control of vascular function. Nat Rev Mol Cell Biol 7: 359-371, 2006. 
91. Orford K, Orford CC, y Byers SW. Exogenous expression of beta-catenin regulates 
contact inhibition, anchorage-independent growth, anoikis, and radiation-induced cell 
cycle arrest. J Cell Biol 146: 855-868, 1999. 
92. Otani H. Reactive oxygen species as mediators of signal transduction in ischemic 
preconditioning. Antioxid Redox Signal 6: 449-469, 2004. 
93. Peters SM, Rauen U, Tijsen MJ, Bindels RJ, van Os CH, de Groot H, y Wetzels JF. Cold 
preservation of isolated rabbit proximal tubules induces radical-mediated cell injury. 




94. Pohlman TH y Harlan JM. Adaptive responses of the endothelium to stress. J Surg 
Res 89: 85-119, 2000. 
95. Pugh CW y Ratcliffe PJ. Regulation of angiogenesis by hypoxia: role of the HIF 
system. Nat Med  9: 677-684, 2003. 
96. Rak J, Mitsuhashi Y, Bayko L, Filmus J, Shirasawa S, Sasazuki T, y Kerbel RS. Mutant 
ras oncogenes upregulate VEGF/VPF expression: implications for induction and 
inhibition of tumor angiogenesis. Cancer Res 55: 4575-4580, 1995. 
97. Rawlings JS, Rosler KM, y Harrison DA. The JAK/STAT signaling pathway. J Cell Sci 
117: 1281-1283, 2004. 
98. Romer LH, Birukov KG, y Garcia JG. Focal adhesions: paradigm for a signaling 
nexus. Circ Res 98: 606-616, 2006. 
99. Rosen K, Coll ML, Li A, y Filmus J. Transforming growth factor-alpha prevents 
detachment-induced inhibition of c-Src kinase activity, Bcl-XL down-regulation, and 
apoptosis of intestinal epithelial cells. J Biol Chem 276: 37273-37279, 2001. 
100. Royall JA y Ischiropoulos H. Evaluation of 2',7'-dichlorofluorescin and 
dihydrorhodamine 123 as fluorescent probes for intracellular H2O2 in cultured 
endothelial cells. Arch Biochem Biophys 302: 348-355, 1993. 
101. Rubino A y Yellon DM. Ischaemic preconditioning of the vasculature: an 
overlooked phenomenon for protecting the heart? Trends Pharmacol Sci 21: 225-230, 
2000. 
102. Ruegg C, Dormond O, y Mariotti A. Endothelial cell integrins and COX-2: 





103. Ruegg C y Mariotti A. Vascular integrins: pleiotropic adhesion and signaling 
molecules in vascular homeostasis and angiogenesis. Cell Mol Life Sci 60: 1135-1157, 
2003. 
104. Rytomaa M, Lehmann K, y Downward J. Matrix detachment induces caspase-
dependent cytochrome c release from mitochondria: inhibition by PKB/Akt but not Raf 
signalling. Oncogene 19: 4461-4468, 2000. 
105. Sandberg EM y Sayeski PP. Jak2 tyrosine kinase mediates oxidative stress-induced 
apoptosis in vascular smooth muscle cells. J Biol Chem 279: 34547-34552, 2004. 
106. Schreiber E, Matthias P, Muller MM, y Schaffner W. Rapid detection of octamer 
binding proteins with 'mini-extracts', prepared from a small number of cells. Nucleic 
Acids Res  17: 6419, 1989. 
107. Siemeister G, Weindel K, Mohrs K, Barleon B, Martiny-Baron G, y Marme D. 
Reversion of deregulated expression of vascular endothelial growth factor in human 
renal carcinoma cells by von Hippel-Lindau tumor suppressor protein. Cancer Res 56: 
2299-2301, 1996. 
108. Simon AR, Rai U, Fanburg BL, y Cochran BH. Activation of the JAK-STAT pathway 
by reactive oxygen species. Am J Physiol 275: C1640-C1652, 1998. 
109. Sivan-Loukianova E, Awad OA, Stepanovic V, Bickenbach J, y Schatteman GC. 
CD34+ blood cells accelerate vascularization and healing of diabetic mouse skin 
wounds. J Vasc Res 40: 368-377, 2003. 
110. Soldi R, Mitola S, Strasly M, Defilippi P, Tarone G, y Bussolino F. Role of 
alphavbeta3 integrin in the activation of vascular endothelial growth factor receptor-2. 




111. Song G, Ouyang G, y Bao S. The activation of Akt/PKB signaling pathway and cell 
survival. J Cell Mol Med 9: 59-71, 2005. 
112. Steinhusen U, Weiske J, Badock V, Tauber R, Bommert K, y Huber O. Cleavage and 
shedding of E-cadherin after induction of apoptosis. J Biol Chem 276: 4972-4980, 
2001. 
113. Swan EA, Jasser SA, Holsinger FC, Doan D, Bucana C, y Myers JN. Acquisition of 
anoikis resistance is a critical step in the progression of oral tongue cancer. Oral Oncol 
39: 648-655, 2003. 
114. Tammela T, Enholm B, Alitalo K, y Paavonen K. The biology of vascular endothelial 
growth factors. Cardiovasc Res 65: 550-563, 2005. 
115. Tetsu O y McCormick F. Beta-catenin regulates expression of cyclin D1 in colon 
carcinoma cells. Nature 398: 422-426, 1999. 
116. Tommasini I, Sestili P, y Cantoni O. Delayed formation of hydrogen peroxide 
mediates the lethal response evoked by peroxynitrite in U937 cells. Mol Pharmacol 61: 
870-878, 2002. 
117. Touyz RM. Reactive oxygen species, vascular oxidative stress, and redox 
signaling in hypertension: what is the clinical significance? Hypertension 44: 248-252, 
2004. 
118. Tran J, Rak J, Sheehan C, Saibil SD, LaCasse E, Korneluk RG, y Kerbel RS. Marked 
induction of the IAP family antiapoptotic proteins survivin and XIAP by VEGF in vascular 
endothelial cells. Biochem Biophys Res Commun 264: 781-788, 1999. 
119. Valko M, Leibfritz D, Moncol J, Cronin MT, Mazur M, y Telser J. Free radicals and 
antioxidants in normal physiological functions and human disease. Int J Biochem Cell 




120. Weng Z, Xin M, Pablo L, Grueneberg D, Hagel M, Bain G, Muller T, y Papkoff J. 
Protection against anoikis and down-regulation of cadherin expression by a 
regulatable beta-catenin protein. J Biol Chem 277: 18677-18686, 2002. 
121. Yang F, Zeng Q, Yu G, Li S, y Wang CY. Wnt/beta-catenin signaling inhibits death 
receptor-mediated apoptosis and promotes invasive growth of HNSCC. Cell Signal 18: 
679-687, 2006. 
122. Zachary I. Signaling mechanisms mediating vascular protective actions of vascular 
endothelial growth factor. Am J Physiol Cell Physiol 280: C1375-C1386, 2001. 
123. Zhu Z, Sanchez-Sweatman O, Huang X, Wiltrout R, Khokha R, Zhao Q, y Gorelik E. 
Anoikis and metastatic potential of cloudman S91 melanoma cells. Cancer Res 61: 
1707-1716, 2001. 
124. Zinkel S, Gross A, y Yang E. BCL2 family in DNA damage and cell cycle control. 
































Artículos que forman parte de esta Tesis: 
 
TUMOR-INDUCED ENDOTHELIAL CELL ACTIVATION: ROLE OF VASCULAR ENDOTHELIAL 
GROWTH FACTOR. M. Ángeles Castilla, Fernando Neria, Guadalupe Renedo, Daniel S. 
Pereira, Francisco R. González-Pacheco, Sonsoles Jiménez, Paloma Tramón, J. J. P. 
DeuderoM. V. Alvarez Arroyo, Susana Yagüe, Carlos Caramelo. American Journal of 
Physiology: Cell Physiology 286, C1170-C1176, 2004. 
 
EFECTOS DEL FACTOR  DE CRECIMIENTO DEL ENDOTELIO VASCULAR (VEGF) Y DE 
MEDIOS TUMORALES EN LA ACTIVACIÓN Y SUPERVIVENCIA DE CÉLULAS ENDOTELIALES. 
F Neria, C Caramelo, FR González-Pacheco, JJ Deudero, MA  Castilla. Investigación 
Cardiovascular 9 (2), 130-147, 2006. 
 
MECHANISMS OF ENDOTHELIAL CELL PROTECTION BY BLOCKADE OF THE JAK2/STAT 
PATHWAY: INHIBITION OF THE ANOIKIS PHENOMENON. F Neria, C Caramelo, H Peinado, 
FR González-Pacheco, JJ Deudero, AJ de Solis, R Fernández-Sánchez, S Peñate, A Cano, 
MA Castilla. American Journal of Physiology: Cell Physiology. 292, C1123-C1131, 
2007. 
 
JAK2 INHIBITION PROTECTS ENDOTHELIAL AND TUBULAR EPITHELIAL CELLS AGAINST 
OXIDATIVE INJURY: IN VITRO AND IN VIVO EVIDENCE. F Neria, MA Castilla, R. 
Fernández-Sánchez, FR González-Pacheco, JJ Deudero, S Peñate, A Tejedor, F 
Manzarbeitia, C Caramelo. American Journal of Transplantation. En revisión 
 
Otros artículos publicados no relacionados con esta Tesis: 
 
PAPEL DEL VEGF EN LA RESPUESTA CELULAR A LA AGRESIÓN. Alvarez Arroyo MV, Yagüe 
S, González-Pacheco FR, Castilla MA, Suzuki Y, Jiménez S, Deudero JJP, Neria F, Velasco 
L, Caramelo C. Nefrología XXIII, 54-57, 2003. 
 
RESPUESTA RETICULOCITARIA TRAS CESE INMEDIATO DE ADMINISTRACIÓN DE 
ERITROPOYETINA RECOMBINANTE HUMANA EN ENFERMOS EN HEMODIÁLISIS CRÓNICA. 
IMPLICACIONES EN LA TERAPIA DE LA ANEMIA. C. Caramelo, C. Soto, F. Neria, M. D. 
López, S. Jiménez, M. Albalate, R. de Oña, P. Llamas, J. J. P. Deudero. Nefrología XXIV, 
351-356, 2004. 
 
PAPEL DEL FACTOR DE CRECIMIENTO ENDOTELIAL VASCULAR (VEGF) EN LA 
PROTECCIÓN DE LAS CÉLULAS ENDOTELIALES. F. R. González-Pacheco, M. A. Castilla, 
M. V. Álvarez-Arroyo, J. J. P. Deudero, F. Neria, A. J. de Solis, S. Yagüe, C. Caramelo. 
Nefrología XXIV, Número Extraordinario (I), 6-7, 2004 
 
ASPECTOS ACTUALES DE LA RESPUESTA A LA HIPOXIA: CONTROL DE LA EXPRESIÓN 
GÉNICA. C Caramelo, JJ Deudero, MA Castilla, S Justo, AJ de Solís, F Neria, S Peñate, FR 
González-Pacheco. Medicina (B Aires) 66, 155-164, 2006. 
Tumor-induced endothelial cell activation: role of vascular
endothelial growth factor
M. A´ ngeles Castilla,1,2 Fernando Neria,1,2 Guadalupe Renedo,1 Daniel S. Pereira,3
Francisco R. Gonza´lez-Pacheco,1,2 Sonsoles Jime´nez,1 Paloma Tramo´n,1 J. J. P. Deudero,1
M. V. Alvarez Arroyo,1,2 Susana Yagu¨e,1,2 and Carlos Caramelo1,2,4
1Instituto de Investigaciones Me´dicas, Fundacio´n Jime´nez Dı´az; 4Universidad Auto´noma de Madrid,
and 2Instituto Reina Sofı´a de Investigacio´n Nefrolo´gica, 28040 Madrid, Spain; and 3Molecular
and Cell Biology Department, Imclone Systems Incorporated, New York, New York 10014
Submitted 17 July 2003; accepted in final form 23 December 2003
Castilla, M. A´ ngeles, Fernando Neria, Guadalupe Renedo,
Daniel S. Pereira, Francisco R. Gonza´lez-Pacheco, Sonsoles Jime´-
nez, Paloma Tramo´n, J. J. P. Deudero, M. V. Alvarez Arroyo,
Susana Yagu¨e, and Carlos Caramelo. Tumor-induced endothelial
cell activation: role of vascular endothelial growth factor. Am J
Physiol Cell Physiol 286: C1170–C1176, 2004. First published Jan-
uary 7, 2004; 10.1152/ajpcell.00306.2003.—Proangiogenic, prolifera-
tive effects of tumors have been extensively characterized in subconfluent
endothelial cells (EC), but results in confluent, contact-inhibited EC are
critically lacking. The present study examined the effect of tumor-
conditioned medium (CM) of the malignant osteoblastic cell line MG63
on monolayer, quiescent bovine aorta EC. MG63-CM and MG63-CM
CoCl2 significantly increased EC survival in serum-starved conditions,
without inducing EC proliferation. Furthermore, MG63-CM and MG63-
CM  CoCl2, both containing high amounts of vascular endothelial
growth factor (VEGF), induced relevant phenotypic changes in EC (all
P  0.01) involving increase of nucleoli/chromatin condensations, nu-
cleus-to-cytosol ratio, capillary-like vacuolated structures, vessel-like
acellular areas, migration through Matrigel, growth advantage in reseed-
ing, and factor VIII content. All these actions were significantly inhibited
by VEGF and VEGF receptor (VEGFR2) blockade. Of particular impor-
tance, a set of similar effects were detected in a human microvascular
endothelial cell line (HMEC). With regard to gene expression, incubation
with MG63-CM abolished endogenous VEGF mRNA and protein but
induced a clear-cut increase in VEGFR2 mRNA expression in EC. In
terms of mechanism, MG63-CM activates protein kinase B (PKB)/Akt,
p44/p42-mitogen-activated protein kinase (MAPK)-mediated pathways,
as suggested by both inhibition and phosphorylation experiments. In
conclusion, tumor cells activate confluent, quiescent EC, promoting sur-
vival, phenotypic, and gene expression changes. Of importance, VEGF
antagonism converts MG63-CM from protective to EC-damaging effects.
vascular endothelial growth factor receptor 2; MG63-conditioned
medium
ENHANCED ANGIOGENESIS is a major contributor to the poor
clinical outcome of tumors. However, the mechanisms in-
volved in tumor-related angiogenesis are still incompletely
understood. In the past half-century, numerous studies have
dealt with the effects of tumor cells and tumor-conditioned
media (CM) on endothelial cells (EC). Mainly, these studies
have demonstrated that malignant cells produce a host of
factors that induce EC growth and favor vascular permeability,
therefore facilitating tumor spreading (14, 15, 22). In other
words, in the particular biology of the tumors, EC encompass
the growth of malignant cells by means of a growth factor
signaling network. However, data are lacking on the effects of
tumors on quiescent EC organized in a confluent, monolayer
distribution, as found in normal vessels. These effects are
particularly important, because they involve the type of inter-
action that tumors establish in vivo with intact endothelia, e.g.,
in the case of metastatic seeding.
Although vascular endothelial growth factor (VEGF) is a
primum inter pares among all the agents involved in tumor
vascularization, its specific role still has several major un-
known aspects (12, 13). In a general view, VEGF and its
tyrosine kinase receptors VEGFR1 (flt-1) and VEGFR2 (flk-
1/KDR) are key mediators of physiological and pathological
angiogenesis. They are expressed in most tissues during em-
bryonic development but tend to be downregulated in the adult
(12, 13). VEGFR2 mediates increased EC mitogenesis and
permeability, whereas the role of VEGFR1 has not been yet
sufficiently elucidated.
Upregulation of VEGF and VEGFRs has been observed
during the induction of angiogenesis (12, 13). Such upregula-
tion is particularly intense in hypoxic and neoplastic tissues. In
the latter, current opinion maintains that tumor cells produce
VEGF and stimulate VEGFR2 expression, therefore closing a
loop of EC activation (18, 22). Although in this setting the
pattern of expression of VEGFR2 appears to parallel VEGF
expression, little is known about their mutual interaction and
regulation. Moreover, tumor-produced VEGF can theoretically
influence EC-produced, autologous endothelial VEGF; no data
are yet available, however, to substantiate this hypothesis.
Collectively, compelling evidence suggests that VEGF and its
receptors are critical for tumor-associated angiogenesis and
that they represent good targets for therapeutic intervention
(22); however, data are still lacking for full understanding of
the complete mechanisms of action of anti-VEGF strategies. In
this regard, no description is currently available of the precise
tumor-induced changes in confluent EC and the role of VEGF
in each of these changes.
In light of the aforementioned rationale, the aim of the present
study was to analyze the effect of tumors on monolayer, quiescent
EC, with a focus on the role of VEGF and its receptors.
MATERIALS AND METHODS
EC culture. Bovine aorta EC were obtained, characterized, and
cultured as described previously (7, 19, 20) in accordance with the
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Guiding Principles for Research Involving Animals and Human
Beings“ of the American Physiological Society. Furthermore, com-
parative experiments were done with a human microvascular
endothelial cell line (HMEC). HMEC were a gift from Dr. Manuel
Ortiz de Landazuri (Immunology Laboratory, Hospital de la Prin-
cesa, Madrid, Spain).
The conditions were modified when needed for the different
experiments. Unless stated otherwise, all the experiments were
done on confluent EC. Anti-VEGF (Sigma, St. Louis, MO) and
anti-VEGFR2 (3.83; Imclone, New York) MAbs were used for
blockade of VEGF actions. Both antibodies have been extensively
tested for their blocking properties in our laboratory and by the
manufacturers (1, 7, 8). Because of its scarce availability, the
noncommercial MAb 3.83 was only used in selected experiments.
Crystal violet, hematoxylin and eosin, Masson trichrome, and
immunocytochemistry techniques were applied to the EC in dif-
ferent conditions. Both the number of nucleoli/chromatin conden-
sations and the nucleus-to-cytosol diameter ratio were calculated
on digitized microphotographs examined by three independent
observers who were blinded for the experimental conditions.
MG63 culture and CM preparation. Human MG63, a line of
malignant osteoblast-like cells (American Type Culture Collection),
were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
10% FBS. For preparing CM, MG63 were cultured in MEM-D-valine
without FBS for 24 h; medium was collected, filtered, and added to
the EC without further maneuvers. When needed, a similar incubation
was carried out with the hypoxia-mimicking agent CoCl2 (10 M)
added to the medium.
EC damage and proliferation. EC damage was addressed by flow
cytometry (7). Lactate dehydrogenase (LDH) release was assessed in
confluent EC maintained for 24–48 h in growth factor-deficient
conditions (MEM-D-valine without FBS) (7, 8). Two hundred micro-
liters were sampled at different times, and percent LDH release was
calculated. Cell counting was performed in a Neubauer chamber. Cell
proliferation was quantified with a cell proliferation ELISA bromode-
oxyuridine (BrdU) kit (Roche, Madrid, Spain). Experiments with a
Transwell system were used for assessing the direct effect of the
presence of MG63 on EC (see Fig. 1C for description).
mRNA isolation and reverse transcriptase-PCR. Total RNA was
extracted as described previously with the TriPure isolation reagent
(Boehringer Mannheim, Madrid, Spain) after different times of expo-
sure (3, 9, 24 h) to the treatments (see below for further details) (1, 7).
Reverse transcriptase (RT)-PCR was performed with oligonucleotide
primers of bovine VEGF, VEGFR1, and VEGFR2, synthesized as
described previously (7).
VEGF Western blot and ELISA. Samples were processed and
analyzed by Western blotting as described previously (7). Anti-VEGF
MAb (1:250; Sigma) was used as antibody. VEGF concentrations in
MG63-CM were measured by a VEGF ELISA (Accucyte Human
VEGF, Cytimmune Sciences).
p44/p42-mitogen-activated protein kinase and Akt Western blots.
Western blots for phospho-p44/p42-mitogen-activated protein kinase
(MAPK), phospho-Akt (Ser473), and their respective loading controls
[total p44/p42-MAPK and protein kinase B (PKB)/Akt] were per-
formed following the manufacturer’s instructions (Cell Signaling
Technology, Beverly, MA). The phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-
kinase) inhibitor LY-294002 (20 M; Sigma) and the MAPK kinase
(MEK) inhibitor PD-98059 (50 M; Calbiochem, La Jolla, CA) were
used during the 45 min before addition of the medium.
Matrigel invasion assay. The activated state of EC was further
assessed by their penetration into growth factor-reduced Matrigel
(Becton Dickinson, Barcelona, Spain).
Immunocytochemistry of factor VIII expression. Cells grown to
confluence on tissue culture chamber slides (Becton Dickinson USA)
were submitted to the different experimental maneuvers, washed with
PBS, incubated in MEM-D-valine-0.5% FBS, MG63-CM, and MG63-
CM-CoCl2 for an additional 5 days, and then fixed with Merckofix
(Merck). Immunostaining was performed by the alkaline phosphatase
method, using factor VIII (1:1,000, polyclonal rabbit; Sigma) as
primary antibody. Similarly fixed cultures were treated with nonim-
munogenic rabbit IgG as negative control. After being washed with
PBS, cells were incubated with biotinylated swine anti-rabbit IgG
(Dako, Glostrup, Denmark) for 30 min, sequentially followed by
incubation with avidin-biotin-peroxidase complex (Dako) and 3,3-
diaminobenzidine (Sigma).
Statistics. Results are expressed as means  SE. Unless stated
otherwise, each value corresponds to a minimum of five triplicate
experiments. Comparisons were done by ANOVA or paired and
unpaired Student’s t-test, when appropriate. The Fisher and Scheffe´
tests for multiple comparisons were used to determine the P value,
which was considered significant at 0.05. All statistic analyses were
performed with the SPSS 8.0 package (Jandel, San Rafael, CA).
RESULTS
Tumor-CM-induced changes in confluent, quiescent EC.
Exposure to MG63-CM significantly increased survival of EC
in serum-free conditions, as assessed by flow cytometry (Fig.
1A). A similar protective effect by MG63-CM was obtained on
the microvascular endothelial line HMEC (Fig. 1B). EC-CM
had no effect on EC survival. In the same regard, MG63-CM
significantly decreased LDH release [fresh media (FM), 100 
3.9%; 20% FBS, 50  3.4% (P  0.001 with respect to FM);
MG63-CM, 54  4.2% (P  0.001 with respect to FM); CM
of EC, 98  3.8%]. A related effect was obtained by coincu-
bating EC with MG63 in a Transwell system (Fig. 1C).
In addition, we found that, in the absence of FBS, no cell
proliferation, as assessed by percent BrdU incorporation, oc-
curred in confluent, quiescent EC treated with MG63-CM or
exogenous VEGF (FM: 68  3%, MG63-CM: 66  9%,
MG63-CM CoCl2: 53.8 7%, 5 1010 M VEGF: 68.8
4%; n  3 triplicate experiments). In these conditions, 20%
FBS induced an increase in BrdU incorporation of 217  43%
(P  0.001). Furthermore, no changes in either glucose or pH
of the different media were detected after 24-h incubation (data
not shown). Of importance, MG63-CM contained increased
amounts of VEGF (FM: undetectable levels, MG63-CM:
13.5  1.2 ng/ml; P  0.01); VEGF levels were even higher
in the presence of CoCl2 (MG63-CM  10 M CoCl2: 26.8 
1.5 ng/ml; P  0.01 with respect to MG63-CM alone and P 
0.001 with respect to FM).
Incubation with MG63-CM induced relevant phenotypic
changes in confluent EC, which were consistent with an acti-
vated state. Of specific importance, no phenotypic changes
were detected by treating the EC with exogenous VEGF (5 
1010 M) or with EC-CM (with or without CoCl2; images not
shown). The changes produced by MG63-CM are depicted in
Fig. 2 and include the following. 1) The number of nucleoli/
chromatin condensations (EC  MG63-CM 5.3  0.7 vs.
EC-FM 3.4  0.4 nucleoli/cell; P  0.01) and the nucleus-to-
cytosol ratio (FM 0.41  0.09 control; MG63-CM-CoCl2
0.68  0.08; P  0.01) were increased. 2) Acellular areas
appeared, consistent with attempted capillarization (Fig. 2B,f).
3) Vacuolated, seal-shaped EC (Fig. 2, A,c and B,d) appeared;
these structures were also consistent with attempted capillar-
ization in bidimensional growth conditions and resemble those
found in malignant angiomas (17). The aforementioned
changes were more marked when the EC were incubated with
MG63-CM  CoCl2 (10 M). 4) Migration of the EC within
Matrigel occurred; no significant migration occurred by incu-
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bating the EC with FM (Table 1). 5) Treatment with
MG63-CM and MG63-CM-CoCl2 induced a marked increment
in factor VIII, as assessed by immunocytochemistry. More-
over, factor VIII distribution was different in MG63-CM-
treated EC with respect to nonconditioned media or EC-CM-
treated EC (Fig. 2C). Changes induced by the addition of
anti-VEGF antibody are commented on below. 6) Pretreatment
of EC with MG63-CM induced growth advantage in reseeding
in FBS-poor conditions. This growth advantage was more
marked when the CM was obtained from MG63  CoCl2
(Table 2).
Additional experiments were performed with HMEC to
analyze whether the findings in EC originated in a great vessel
were also valid in EC of microvascular type. HMEC growth
rate and phenotype were rather different than those of EC (Fig.
2D); however, a significant protective effect on HMEC was
also found in the presence of MG63-CM (Figs. 1B and 2D).
Role of VEGF and VEGFR2-mediated pathways in changes
induced by MG63-CM on confluent, quiescent EC. After the
aforementioned alterations were identified, we analyzed
whether VEGF was a critical factor in the protective effect of
MG63-CM. These experiments revealed a remarkably impor-
tant fact, i.e., that the inhibition of VEGF effects by a specific
anti-VEGF antibody not only blocks the protection induced by
MG63-CM but also unmasks a deleterious effect of MG63-CM
on EC (Fig. 3, A and B). In HMEC, however, both anti-VEGF
and anti-VEGFR2 induced a complete reversal of the
MG63-CM protective effect, but without inducing a significant
increase in cell death over the baseline (Fig. 3C).
Treatment with the anti-VEGF antibody completely blocked
the effect of MG63-CM on EC phenotype (Fig. 2) and migra-
tion within Matrigel (Table 1). In the same regard, the number
of nucleoli, as well as the nucleus-to-cytosol ratio, were sig-
nificantly reduced in the presence of anti-VEGF MAb (MG63-
CM-CoCl2  anti-VEGF MAb: 3.9  0.6 nucleoli/cell and
nucleus-to-cytosol ratio 0.41  0.06, both P  0.01 with
respect to MG63-CM-CoCl2 without anti-VEGF MAb; for
both measurements, see above for comparison). As shown in
Fig. 2, acellular spaces were markedly reduced when the
anti-VEGF MAb was present in the media. Moreover, the
formation of vacuolated capillary-like structures was almost
abolished in the presence of the anti-VEGF MAb (2 ring
shaped/402 EC; P  0.001; Fig. 2) compared with EC treated
with MG63-CoCl2 (98 ring shaped/394 EC) or MG63-CoCl2
nonspecific IgG (72 ring shaped/376 EC). In addition, treat-
ment with anti-VEGF MAb significantly decreased the MG63-
CM-induced increase in factor VIII expression; an identical
image was observed by using anti-VEGFR2 (MAb 3.83). All
the experiments using anti-VEGF or anti-VEGFR2 antibodies
included controls incubated in identical conditions but exposed
to nonspecific IgG of the same type of anti-VEGF and 3.83
antibodies. No changes were detected in these controls with
respect to MG63-CM or FM without antibodies (data not
shown).
Role of tumor-CM on autologous VEGF and VEGFR2
mRNA expression in EC. Incubation with MG63-CM induced
major changes in the expression of VEGF by EC. MG63-CM
markedly inhibited autologous VEGF mRNA compared with
the expression detected in the presence of FM (Fig. 4A); a
similar result was obtained for VEGF protein (Fig. 4B). The
fact that the addition of anti-VEGF MAb was not capable of
blocking the MG63-CM-induced abolition of autologous
VEGF expression indicates that this abolition was not related
to the presence of VEGF in the MG63-CM. Therefore, mole-
cules different from VEGF contained in the MG63-CM are
probably involved, e.g., other growth factors.
Fig. 1. A: flow cytometry analysis. Endothelial cells (EC) were analyzed for
DNA content by propidium iodide staining and flow cytometry. Measurements
were made 48 h after FBS deprivation (1%). Numbers show percentage of
living (E) or dead (C) cells. x-Axis, fluorescence intensity of propidium iodide;
y-axis, cell number. Traces are representative of a minimum of 5 experiments
with similar results. B: cell death of human microvascular endothelial cells
(HMEC) by flow cytometry analysis. The effects of 10% FBS, fresh medium
(FM), and MG63-conditioned medium (CM) are shown. Bars represent the
mean values of 4 triplicate experiments. Different concentrations of FBS were
used in EC and HMEC (20% and 10%, respectively) because of the different
growth rate of the two types of cells. *P  0.01 with respect to the other 2
conditions. C: Transwell experiments. EC were cultured to confluence in P6
plates and MG63 were seeded at 104 cells/cm2 and incubated 24 h in
Millicell-PCF. Both cell types were serum deprived in MEM-D-valine with 1%
FBS 24 h before the coincubation and thereafter incubated together in MEM-
D-valine in the presence of exogenous (exo) vascular endothelial growth factor
(VEGF; 10 ng/ml), anti-VEGF MAb (1 g/ml), or nonspecific IgG (1 g/ml).
Bars on left represent different controls in the absence of MG63; bars on right
represent the coincubation experiment in Transwell (n  5). *P  0.01 with
respect to the other 3 columns of the group; #P  0.05 with respect to fresh
medium without MG63.
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To further analyze the mechanisms involved in the effect of
MG63-CM, the expression of VEGFR2 mRNA was assessed
by RT-PCR. As can be seen in Fig. 5, MG63-CM induced an
increase in VEGFR2 mRNA expression in samples studied at
0, 3, 9, and 24 h. In terms of mechanism, the VEGFR2 increase
was critically related to a paracrine effect secondary to VEGF
present in the MG63-CM. This VEGF acts through the
VEGFR2 receptor, as judged by the marked decrease in the
stimulation of VEGFR2 expression in the presence of anti-
VEGF antibody and anti-VEGFR2 antibodies (Fig. 5). With
respect to the VEGFR1/flt-1 receptor, no differences in mRNA
expression were detected in the same samples used for the
study of VEGFR2 expression (Fig. 5).
Effect of MG63-CM on Akt and MAPK phosphorylation.
Additional experiments were performed to analyze the pu-
tative pathways involved in EC activation by MG63-CM.
The pathways analyzed were chosen on basis of the known
signaling routes of VEGF. Incubation of confluent EC in the
presence of MG63-CM induced a significant increase in Akt
and MAPK phosphorylation (Fig. 6). Both increased phos-
phorylations were blocked in the presence of the PI3-kinase
inhibitor LY-294002 and the MEK inhibitor PD-98059,
respectively (Fig. 6).
DISCUSSION
The data obtained in the present study are useful to clarify
previously unknown aspects of the behavior of EC in the tumor
microenvironment, referring not just to EC proliferation but to
a spectrum of EC activation. More specifically, some of our
findings apply to the effects on angiogenic events that are
related to the occurrence of hypoxia within malignant tumors,
Fig. 2. Phenotypic changes after exposure to tumor cell (MG63)-CM and MG63-CM  CoCl2. A and B: Masson stain. C:
immunocytochemistry of factor VIII expression. D: crystal violet stain. Experiments were done both in the presence and the absence
of anti-VEGF MAb. A: a: control EC (MEM-D-valine-1% FBS); b: EC treated with MG63-CM; c: EC treated with MG63-CM 
CoCl2. Compared with a, in b and c cell junctions are widened and acellular areas have appeared. Moreover, the nuclear size has
increased in relation to the cytosol. Changes are more marked, and capillary-like, seal-shaped structures, are evident in c (arrows)
(400). B: d and f: EC exposed to MG63-CM  CoCl2; e and g: EC exposed to MG63-CM  CoCl2  anti-VEGF MAb. As can
be observed, the anti-VEGF MAb blocked almost completely the induction of the seallike capillary structures (arrows, d). On the
other hand, only a partial regression of the acellular areas was observed (g). C: MG63-CM increased factor VIII in EC in a
VEGF-dependent manner, as assessed by simultaneous treatment with anti-VEGF MAb. D: HMEC incubated for 48 h in 3 different
conditions: 10% FBS, fresh medium (FM), and MG63-CM.
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as assessed by means of MG63-CM with CoCl2. A specific
feature of the present study is that the EC were in the confluent,
monolayer state actually adopted by quiescent endothelia in the
normal vessel wall. This issue is particularly relevant to un-
derstanding the response of the endothelium in metastatic
seeding; in the latter case, tumor cells interact with a priori
intact endothelia in different organs.
The literature on the effects of tumor-CM on EC was mostly
generated in the 1970s and 1980s. The studies were mainly
focused on two major subjects, namely, the effect of tumors on
EC proliferation and tumor-induced endothelial permeability (6,
15). Rather unexpectedly, the aforementioned studies contained
almost no information on the actions of tumor cells and/or tumor
cell-CM on confluent EC in the contact-inhibited state.
Our study has detected significant effects of tumor-CM on
EC phenotype, indicating activation. To our knowledge, the
pattern of EC activation in the presence of tumor-CM and
tumor cells, namely, MG63-CM, is described for the first time,
and it includes marked increases in nuclear size and number of
nucleoli/cromatin condensations, as well as formation of cap-
illary-like structures. The changes found in our experiments
with MG63-CM are particularly illustrative of the magnitude
of the activation of normal EC in the tumor microenvironment
and resemble those described in vivo as an angiogenic pheno-
type (21). The effects on factor VIII expression are of special
interest regarding the potential role of VEGF in the procoagu-
lating activity of tumors and deserve further attention.
In addition to the morphological changes, our data demon-
strate that soluble factors present in MG63-CM have protective
effects against FBS deprivation. Of utmost importance, for its
significance in terms of putative therapeutic applications, this
protective response of MG63-CM became deleterious when
VEGF was blocked. This finding reveals, for the first time, that
on blockade of the key protective mediator VEGF, EC damage
is significantly potentiated by tumor-borne products and there-
fore highlights the importance of autologous VEGF.
The anti-EC effects of MG63-CM in the presence of VEGF
or VEGFR2 blockade are most probably conveyed through











Values are means  SE. Endothelial cells (EC) were tested for their ability
to migrate in response to MG63-conditioned medium (CM). EC were seeded
at 104 cell/well and incubated 48 h with the different media. EC/field, no. of
cells that have traversed the Matrigel, as counted in marked fields. FM, fresh
medium, no FBS. CM: MG63-CM, anti-VEGF MAb (1 g/ml), 3.83 MAb (0.5
g/ml), or IgG (0.5 g/ml). *P  0.001 with respect to FM. †P  0.01 with
respect to CM. ‡P  0.001 with respect to CM.
Table 2. EC growth advantage after pretreatment
with MG63-CM
48 h 72 h
FM 4.60.8(46) 6.40.7(64)
FMIgG 4.50.3(45) 6.21.1(62)
FMVEGF MAb 5.50.7(48) 6.70.8(67)
CM 9.91.3(99)† 5.91.1(59)
CMVEGF MAb 5.01.2(50) 3.61.0(36)†
CMCoCl2 10.60.8(106)† 8.41.5(84)†
CMCoCl2VEGF MAb 5.01.1(50) 5.00.8(50)*
Values (expressed as 104 cells/cm2) are means  SE. Confluent EC were
incubated 24 h with the different media; thereafter, EC were trypsinized and
reseeded in MEM-D-valine with 1% FBS. Cells were counted at 48 and 72 h.
FM, serum-deprived medium; CM, MG63-CM  CoCl2 (10 M); values in
parentheses are % yield of the reseeding with respect to total EC seeded. *P 
0.05, †P  0.01 with respect to FM.
Fig. 3. Cytoprotective effect of MG63-CM on EC. All incubations, except those
specifically identified, were done in the absence of FBS. Data are means  SE of
4 experiments with triplicate samples. Anti-VEGF MAb: 1 g/ml; 3.83 MAb
[anti-VEGF receptor (VEGFR)2]: 0.5 g/ml. A: % of cell death at 48 h (flow
cytometry). *P  0.01 with respect to 20% FBS; **P  0.01 with respect to CM
and P  0.05 with respect to FM (n  4; triplicate experiments). B: % of lactate
dehydrogenase (LDH) release; 100% cell death was assigned to FM (fresh
serum-deprived medium). *P  0.05 decrease with respect to FM; **P  0.05
increase with respect to FM; #P  0.01 increase with respect to FM (n  4;
triplicate experiments). C: relative cell death measured by flow cytometry analysis
at 48 h. Effects of the different incubation conditions on HMEC (100% cell death
was assigned to FM) are shown. As can be seen, both anti-VEGF and anti-
VEGFR2 antibodies inhibited the protective effect of MG63-CM. No effects of
anti-VEGF and anti-VEGFR2 antibodies were detected in the incubations with
fresh medium. *P  0.05 with respect to CM.
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soluble factors. Several antiangiogenic agents have been de-
scribed in tumors, e.g., angiostatin, endostatin, and throm-
bospondin (10). However, the precise identification of the
deleterious factors contained in the MG63-CM, albeit of inter-
est, is beyond the specific aims of the present research.
Our results also show that the effects of tumor-CM and VEGF
blockade are relevant in EC of microvascular origin. The exis-
tence of some differences between the findings in EC and HMEC,
e.g., death rate, phenotype, and time to confluence, can be traced
to the fact that HMEC are a continuous cellular line with a
markedly different growth rate and, more importantly, with met-
abolic modifications aimed to ensure a more efficient survival. In
this regard, the results obtained in the EC in primary culture are
probably closer to the actual properties of EC in vivo.
The use of anti-VEGF antibodies or drugs as antiangiogenic
agents is generally supposed to occur because of the blockade
of EC proliferation but not the facilitation of EC damage by
tumor-related factors. Therefore, our data extend the scope of
putative effects of anti-VEGF therapy in cancer to antiprotec-
tive actions on EC. Accordingly, our results add further evi-
dence for the interpretation of the mechanisms of the antian-
giogenic effect of VEGF antagonism in tumors and provide a
source of explanation for the vessel regression observed on
VEGF blockade (2, 3).
The data demonstrating that MG63-CM suppress autologous
VEGF gene expression in EC are potentially relevant in terms
of interpreting the deleterious effects of VEGF withdrawal or
antagonism (2, 3, 11, 16, 25). Tumor-MG63-CM suppresses
autologous VEGF, therefore rendering the EC dependent on
exogenous, tumor-generated VEGF. Our results agree with
findings in human tumors showing the absence of VEGF
mRNA in EC from tumors in which VEGF is produced by the
neoplastic cells (4, 5, 9, 19). In these, intratumoral hypoxia
should have stimulated production of VEGF by the EC within
the tumor (25); in fact, the absence of such production suggests
that it may actually be suppressed by the VEGF present in the
tumor microenvironment. These particular results add new
information to previously published work by Wang et al. (24).
These authors reported that tumor-CM regulates the expression
of VEGF receptors on EC surface, but they did not analyze the
fate of autologous VEGF expression by EC (24).
Several of the effects found with the anti-VEGF and anti-
VEGFR2 blocking MAbs deserve special comment. First, the
Fig. 4. A: blockade of expression of VEGF mRNA at different times as
assessed by RT-PCR. The assays were carried out in the presence of
MG63-CM or FM: , CM; , FM. Times indicate duration of incubation
before RNA isolation. 	-Actin was used as internal control. VEGF mRNA
increased progressively in the serum-deprived conditions but not when
MG63-CM was present. Images are representative of 4 experiments with
similar results. B: inhibition of autocrine VEGF expression by MG63-CM.
Images of VEGF Western blot in protein samples extracted from cells treated
with MG63-CM () or FM () for 24 or 48 h or nontreated cells (0 h) are
shown. 
-Tubulin was used as control of equal gel loading. Images are
representative of 3 experiments with similar results.
Fig. 5. Absence of effect on VEGFR1 expression and stimulation of VEGFR2
expression by MG63-CM. Expression of VEGFR1 and VEGFR2 mRNA as
assessed by RT-PCR is shown. These assays were performed in the presence
of MG63-CM () or FM (), in conditions similar to those in Fig. 3. Times
indicate length of EC incubation before RNA isolation. Antibodies were used
at the same concentrations in Fig. 3. 	-Actin was used as internal control.
Figure is representative of 3 experiments yielding similar results.
Fig. 6. Effect of MG63-CM on protein kinase B (PKB)/Akt and mitogen-
activated protein kinase (MAPK) phosphorylation. Confluent EC were incu-
bated in FM or MG63-CM (CM) for times indicated. Akt and MAPK
phosphorylation (p-Akt and p-MAPK respectively), as well as total Akt and
MAPK, were determined by Western blotting. A phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3-kinase) inhibitor (LY-294002; 20 M) or a MAPK kinase (MEK)
inhibitor (PD-98059; 50 M) was used when appropriate.
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induction of EC growth advantage in reseeding, as well as the
induction of Matrigel penetration, indicate that VEGF is a
critical factor in triggering properties of the EC that are
relevant for the mechanism of metastatic seeding. Second, the
different degree of blockade of diverse effects by the anti-
VEGF antibody compared with the anti-VEGFR2 antibody
suggests either that a more relevant role of VEGFR1 may exist
in some of the MG63-CM actions or that other types of VEGF,
e.g., VEGF-C or VEGF-D, are involved.
In terms of mechanism, the present results reveal that
MG63-CM activates the two main survival pathways, i.e.,
PI3-kinase/Akt and p44/p42-MAPK. These pathways are in-
volved in the intracellular signaling routes of several growth
factors, including VEGF (23). A more precise definition of
these routes is beyond the scope of the present study. However,
experiments are presently being performed in our laboratory to
specifically characterize precise mechanisms involved in the
Akt and p44/p42-MAPK activation by MG63-CM.
The findings described herein provide new information for
understanding anti-VEGF strategies in the therapy of tumors.
The presence of high amounts of exogenous VEGF appears to
be critical in allowing the EC to withstand the challenge of
deleterious factors produced by the tumor cells. Furthermore,
the fact that tumor medium dramatically downregulates autol-
ogous VEGF expression in EC may have potential relevance in
terms of the response of these EC to forthcoming aggressions.
The finding that the interference with VEGF- or VEGFR2-
related effects determines a growth disadvantage on reseeding,
which interferes with matrix penetration as well, is potentially
important for therapeutic approaches against tumor metastati-
zation and local tissue invasion.
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RESUMEN
Introducción: Los efectos de los tumores sobre la activación
de células endoteliales (CE) se conocen de manera insufi-
ciente. Nuestro estudio analiza la acción sobre CE del medio
condicionado (MC) de células tumorales de una línea (MG-
63) productora de VEGF. 
Material y Métodos: Las CE en monocapa se expusieron a
MC-MG63 ± Cl2Co, como símil de hipoxia. 
Resultados: Los medios tumorales (± Cl2Co) aumentan la
supervivencia de las CE, sin inducir proliferación (activación
de AKT y MAP quinasa). Los MC inducen marcados cambios
fenotípicos de transformación angiogénica en las CE. En tér-
minos de mecanismo, estos cambios dependen de VEGF, a
través del receptor VEGFR-2. La inhibición de VEGF/VEGFR-2
por anticuerpos específicos convierte el patrón protector de
los MC en tóxico, revelando la importancia del VEGF en la
resistencia del endotelio a acciones deletéreas tumorales. En
expresión génica, el MC-MG63 suprime la expresión de
ARNm y proteína de VEGF, por un mecanismo independiente
del VEGF exógeno. Por el contrario, el MC-MG63 aumenta el
ARNm de VEGFR2, en una manera VEGF-dependiente. 
Conclusión: Las células tumorales promueven supervivencia
sin proliferación y cambios mayores de expresión génica en
CE confluentes y quiescentes. El VEGF autólogo es un ele-
mento protector esencial.
Palabras clave: Célula endotelial. Supervivencia. VEGF.
VEGFR2. Tumores.
ABSTRACT
Introduction: The effects of tumor on endothelial cell (EC)
activation are insufficiently known. Our study analyzes the
action of conditioned media (CM), obtained from a vascular
endothelial growth factor (VEGF)-producing cell line (MG63)
on EC. 
Material and Methods: Monolayer EC were exposed to CM-
MG63 ± Cl2Co, used as hypoxia-like agent. 
Results: Both media (± Cl2Co) increase EC survival, without
inducing proliferation (AKT and MAP Kinase activation). The
CM induced marked phenotypic changes on EC, consisting
with angiogenic activation. In terms of mechanism, these
changes depend on VEGF/VEGFR2 as specific blocking anti-
bodies shift the protective pattern of CM on EC to a toxic
mode, revealing the importance of VEGF in the endothelial
resistance against tumor-induced deleterious actions. In
terms of gene expression of VEGF mRNA and protein by an
exogenous VEGF-independent mechanism. On the contrary,
CM-MG63 increases the mRNA of VEGFR2, in a VEGF-
dependent manner. 
Conclusion: Tumor cells promote monolayer EC survival wit-
hout proliferation, and  mayor changes in gene expression on
confluent, quiescent EC. Autologous VEGF is an essential
protective element.
Key words: Endothelial cell. Survival. VEGF. VEGFR2. Tumor. 
Efectos del factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) y de medios tumorales en la activación y
supervivencia de células endoteliales. 
Effects  of  vascular endothelial  growth factor (VEGF) and
tumor media on endothelial  cel l  activation and survival.  
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INTRODUCCIÓN
Conocer los mecanismos que regulan la vascula-
rización normal y patológica de los tejidos es un
objetivo central de la investigación biomédica. El des-
cubrimiento de diversos factores con capacidad
angiogénica, entre los cuales destaca el factor de cre-
cimiento de endotelio vascular (VEGF), ha pro-
porcionado una herramienta de interpretación
extraordinariamente poderosa. 
El control de la vascularización reside en el endo-
telio, órgano diana de los procesos de crecimiento
vascular. Al proceso de formación de nuevos vasos
a partir de células endoteliales (CE) de vasos pree-
xistentes se le denomina angiogénesis. Ésta ocurre
a través de una serie de pasos secuenciales e incluyen:
disolución de la membrana basal, migración, pro-
liferación y formación de estructuras tubulares
capilares (1). En adultos, la angiogénesis no es un
proceso frecuente, salvo en la reparación de heridas.
Por el contrario, ocurre angiogénesis en un número
considerable de situaciones patológicas (2,3).
La posibilidad de que la angiogénesis pueda inhi-
birse o favorecerse farmacológicamente, en particular
en caso de crecimiento de tumores metastásicos
(4,5) o, en el extremo opuesto, en cicatrización de
heridas (6), ha promovido la investigación de los
mecanismos básicos por los cuales las CE son esti-
muladas hacia la angiogénesis. El desarrollo de los
nuevos vasos es un proceso de regulación compleja,
e involucra a factores de crecimiento y a hormonas,
que actúan como reguladores positivos o negativos.
El balance relativo entre éstos determinará si ocurre
o no angiogénesis y la intensidad de la misma. Por
sus características particulares, destaca entre ellos el
VEGF, que posee un efecto prácticamente exclusivo
sobre el crecimiento endotelial, afectando sólo mar-
ginalmente a otros tipos celulares (7).
El VEGF es una glicoproteína homodímera de
45 KDa, básica y con dominios de unión a hepari-
na. Las distintas isoformas de VEGF se logran por
“splicing” alternativo del ARNm, que codifica pro-
teínas de 121, 165, 189 y 206 aa (8); éstas difieren
en su capacidad de unión a heparina. La isoforma
165 es la más abundante y es producida por diver-
sos tipos celulares (9).  En la regulación de la expre-
sión del gen de VEGF, la tensión de oxígeno tiene un
papel crítico. En una gran cantidad de tipos celulares,
la expresión del ARNm de VEGF se induce rápida
INTRODUCTION
Establishing the mechanisms regulating normal
and pathological tissue vascularization is a central
objective of biomedical research. The discovery of
various factors with angiogenic capacity, including
most remarkably the vascular endothelial growth
factor (VEGF), has provided an extraordinarily
powerful interpretation tool.
The control of vascularization is located in the
endothelium, a target organ of vascular growth
processes.  The process of new vessel formation
from endothelial cells (EC) of pre-existing vessels is
called angiogenesis. This occurs through a series of
sequential steps, including: dissolution of the basal
membrane, migration, proliferation, and formation of
capillary tubular structures(1). In adults,
angiogenesis is not a common process, except for
the case of wound repairs. On the contrary,
angiogenesis occurs in a substantial number of
medical conditions (2,3).
The possibility that angiogenesis can be inhibited
or enhanced pharmacologically, particularly in case
of metastatic tumor growth (4,5) or, in the opposite
case, in wound healing,(6) has promoted the
investigation of the basic mechanisms whereby ECs
are stimulated toward angiogenesis. The
development of the new vessels is a complex
regulation process, involving growth factors and
hormones, that act as positive or negative
regulators. The relative balance between these will
determine the occurrence or not of angiogenesis
and its intensity.  For its specific characteristics, to
be noted is the VEGF, which has a virtually exclusive
effect on endothelial growth, affecting only
marginally other cell types (7).
VEGF is a basic homodimer glycoprotein of 45
KDa, with heparin binding domains. The different
isoforms of VEGF are achieved by alternative splicing
of the mRNA that codes 121, 165, 189, and 206
aa proteins (8); these differ in their capacity for
binding to heparin. Isoform 165 is the most
abundant and is produced by various cell types (9).
In the regulation of the VEGF gene expression,
oxygen tension plays a critical role. In a high number
of cell types, the VEGF mRNA expression is induced
readily and reversibly if exposed to a low partial
oxygen pressure (10). Hypoxia-inducible factor 1
(HIF-1) has been identified as the main regulator of
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y reversiblemente si se exponen a una baja presión
parcial de oxígeno (10). El factor 1 inducible por
hipoxia (HIF-1) se ha identificado como el regula-
dor principal de la respuesta transcripcional en
condiciones de baja concentración de O2 (11).
Los VEGF se unen, al menos, a tres receptores de
tipo tirosina quinasa: los receptores VEGFR1 (Flt-
1) y VEGFR2 (KDR/Flk-1) (12) se expresan prin-
cipalmente en las CE. El receptor VEGFR3 (Flt-4) se
expresa exclusivamente en vasos linfáticos y está
implicado en la regulación de la linfangiogénesis. Los
VEGFR1 y VEGFR2 tienen diferentes propieda-
des de transducción de señal. El VEGFR1 presenta
una respuesta débil de fosforilación y aparente-
mente media señales que regulan la migración celu-
lar mediante la reorganización de la actina (13). La
interacción del VEGF con el VEGFR2 es impres-
cindible para inducir una gran cantidad de res-
puestas biológicas en las CE: activando proliferación,
migración, supervivencia y reorganización de la
actina en CE (14). Los nuevos abordajes terapéuti-
cos de angiogénesis están encaminados a dismi-
nuir o aumentar las concentraciones tisulares de
VEGF, según se quiera interferir o favorecer, res-
pectivamente, la vascularización. 
La angiogénesis es un fenómeno clave en el cre-
cimiento y la diseminación tumoral. El desarrollo
rápido y desordenado de las células neoplásicas
requiere un crecimiento vascular acorde con sus
altas necesidades metabólicas. Los tumores pro-
mueven angiogénesis secretando distintos factores
que estimulan la migración, proliferación, actividad
proteolítica y morfogénesis capilar (3). El VEGF es
el principal factor angiogénico secretado por el
tumor (2). En la literatura hay datos experimenta-
les in vitro donde se comprueba el efecto de células
tumorales, o su medio condicionado, sobre un
endotelio en crecimiento, en estado subconfluente
(15,16), observándose en todos ellos un aumento de
la proliferación de CE. Sin embargo, no se dispone
de datos relativos a efectos tumorales sobre un
endotelio confluente y quiescente, tal como se
encuentra «in vivo». Algunos aspectos que que-
dan aún por definir son cómo activa la célula tumo-
ral a la endotelial, qué cambios se producen para
activarla, y cómo afecta este medio tumoral a la
supervivencia endotelial. Asimismo, se ignora en
gran medida qué vías de señalización se hallan
involucradas en la activación del endotelio por
the transcriptional response under conditions of low
O2 concentration (11).
VEGFs bind at least to three receptor like tyrosine
kinase: the VEGFR1 (Flt-1) and VEGFR2 receptors
(KDR/Flk-1)(12) are expressed mainly in the ECs.
The VEGFR3 receptor (Flt-4) is expressed solely in
lymphatic vessels and is involved in the regulation of
lymphangiogenesis. VEGFR1 and VEGFR2 have
different signal transduction properties. VEGFR1
shows a weak phosphorylation response, apparently
mediating signals that regulate cell migration
through reorganization of actin (13). The interaction
of VEGF with VEGFR2 is essential to induce a large
amount of biological responses in ECs: activating
proliferation, migration, survival, and reorganization
of actin in the EC (14). The new therapeutic
approaches of angiogenesis are aimed at reducing
or increasing VEGF tissue concentrations, for
interfering or enhancing, respectively,
vascularization.
Angiogenesis is a key phenomenon in tumor
growth and dissemination. The fast, disorganized
development of neoplastic cells requires a vascular
growth consistent with its high metabolic needs.
Tumors promote angiogenesis secreting different
factors that stimulate migration, proliferation,
proteolytic activity, and capillary morphogenesis.(3)
VEGF is the main angiogenic factor secreted by the
tumor.(2) The literature provides experimental data
in vitro that show the effect of tumor cells, or its
conditioned medium, on a growing endothelium, in
a subconfluent state (15,16), observing in all of
them an increased EC proliferation. However, no
data are available on tumor effects on a confluent,
quiescent endothelium, as it is found in vivo. Some
issues still to be outlined are how the tumor cell
activates the endothelial cells, which changes occur
to activate it, and how this tumor medium affects
endothelial survival. Furthermore, the signal
pathways involved in the activation of the
endothelium by the tumors are largely unknown.
MATERIAL AND METHODS
Obtaining, primary culture, and characterization
of endothelial cells (EC)
ECs were isolated from bovine aorta through
changes in the method of Jaffe et al (17,18). After
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parte de los tumores. 
MATERIAL Y MÉTODOS
Obtención, cultivo primario y caracterización de
células endoteliales (CE)
Las CE se aislaron de aorta bovina según modifi-
caciones del método de Jaffe y col (17,18). Des-
pués del primer pase se utilizó un medio selectivo para
CE: medio esencial mínimo conteniendo D-Valina
(MEM D-Val), suplementado con 20% de SFB. Las
CE se caracterizaron como endoteliales por su feno-
tipo y la apariencia en «pavimento» e inmunocito-
química para factor VIII von Willebrand (FVIII), así
como para CD31.
Cultivo de MG63 y preparación de medio
condicionado (MC)
Estas células se seleccionaron por su capacidad de
expresar VEGF basalmente, expresión que se acen-
túa en condiciones de hipoxia (19). Para preparar el
MC, una vez llegadas las células a confluencia, se
puso medio sin suero (24h), se recolectó y se filtró.
Este medio se añadió a las CE sin realizar modifi-
caciones. En distintas ocasiones se utilizó en el
MC+CoCl2 (10 µΜ) (Sigma), que reproduce los
efectos de la hipoxia (20,21).
Citometría de flujo
Se realizó por el método de Nicoletti y cols modi-
ficado (22). Una vez recogidas las CE, se centrifu-
garon (900 rpm, 10 min), se retiró el sobrenadante
y se resuspendieron en Ioduro de Propidio (IP, 0,1
mg/ml), Igepal 0,05% y RNasa (20 µg/ml) (Sigma).
La fluorescencia del IP se analizó en un citómetro
FACSCalibur mediante el programa CELLQuest
(BD Transduction Laboratories). Se registró el por-
centaje de células por debajo del pico G0/G1 como
células muertas.
Ensayos de invasión en Matrigel.
Estos ensayos se realizaron en cámaras de invasión
con Matrigel para 24 pocillos, (Invasion chamber,
Growth factor reduced MatrigelTM Matriz, BD
Transduction Laboratories). Las CE se sembraron
(1x105 cel/pocillo) sobre el Matrigel. A las 48h los
the first run, a selective medium was used for EC:
minimum essential medium containing D-valine
(MEM D-Val), supplemented with 20% FBS. The
ECs were characterized as endothelial for their
phenotype and their immunocytochemical
appearance in «pavement» for von Willebrand
factor VIII (FVIII), as well as for CD31. 
Culture of MG63 and preparation of conditioned
medium (CM)
These cells were selected for their ability to
express VEGF at baseline, an expression increasing
under hypoxia conditions (19). In order to prepare
the CM, once the cells have reached confluence,
a serum-free medium was used (24h), collected
and filtered. This medium was added to the ECs
without making any changes. On different
occasions it was used in CM+CoCl2 (10µM)
(Sigma), that reproduces the effects of hypoxia
(20,21).
Flow cytometry
It was performed by the modified Nicoletti et al.
method (22). Once the ECs were collected, they
were centrifuged (900 rpm, 10 min), the
supernatant was removed and they were
resuspended in propidium iodide (PI, 0.1 mg/mL),
0.05% Igepal, and RNase (20µg/mL) (Sigma).
The fluorescence of PI was analyzed in a
FACSCalibur cytometer through the CELLQuest
software (BD Transduction Laboratories). The
percentage of cells below the G0/G1 peak was
recorded as dead cells. 
Invasion tests in Matrigel
These tests were carried out in invasion
chambers with Matrigel for 24 wells (Invasion
chamber, Growth factor reduced MatrigelMatrix,
BD Transduction Laboratories). The ECs were
seedod (1x105 cel/well) on the Matrigel. At 48 h
the wells were washed with DPBS, the Matrigel
was removed, the cells were fixed with
glutaraldehyde and stained in a 1% violet glass
aqueous solution. Once the wells were dry, the
membrane was cut.  They were placed in a holder
as support, and the cells were counted in fields
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pocillos se lavaron con DPBS, se retiró el Matri-
gel, las células se fijaron con glutaraldehido y se
tiñeron en una solución acuosa de cristal violeta al
1%. Una vez secos los pocillos, se recortó la mem-
brana. Se colocaron en un porta como soporte y las
células se contaron en campos acotados por rejillas. 
Ensayos de precondicionamiento celular:
Resiembra
Las CE confluentes se trataron con los distintos
medios durante 24h. Las CE se tripsinizaron y
resembraron (1x10
4
cel /cm2) en placas de 24 pocillos,
dejándolas crecer en medio al 1% SFB. La eficacia de
la resiembra se examinó contando las CE a las 48-
72h.
Reacción en cadena de la polimerasa
Transcriptasa inversa (RT-PCR)
Los análisis de expresión de VEGF y sus recepto-
res VEGFR1 y VEGFR2 se realizaron por técnicas de
RT-PCR. Las muestras se procesaron según proto-
colos establecidos por nuestro laboratorio (18,23).
Los productos resultantes de la RT-PCR se verificaron
mediante secuenciación automática (373 DNA
Sequencer, Applied Biosystems). 
Actividad de caspasa 3
La actividad de la caspasa 3 se cuantificó emple-
ando el Kit comercial específico: AC-DEVD-AMC
caspase 3 (CPP32) de Pharmigen (BD Transduc-
tion Laboratories).
Cuantificación de VEGF en MC de MG63
Las concentraciones de VEGF en el MC se cuan-
tificaron usando un ELISA comercial específico:
Accucyte Human VEGF (Cytimmune Sciences Inc),
de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Análisis de VEGF y rutas de señalización por
Western Blot
Las proteínas se extrajeron y se procesaron según
protocolos establecidos por nuestro Laboratorio
(18,23). El análisis de la fosforilación de p44/p42-
MAPK y Akt (Ser 473) así como sus respectivos
delimited by grills. 
Cell preconditioning tests: Reseeding
Confluent ECs were treated with the different
media for 24 h. The ECs were trypsinized and
reseeded (1x104 cell/cm2) on 24-well dishes, and
were led to growing in 1% FBS medium. The
efficacy of reseeding was examined counting the
ECs at 48-72 h.
Reverse transcriptase-polymerase chain reaction
(RT-PCR)
The analyses of expression of VEGF and its
VEGFR1 and VEGFR2 receptors were carried out
by RT-PCR techniques. The samples were
processed according to protocols established by
our laboratory (18,23). The products resulting of
the RT-PCR were confirmed through automatic
sequencing (373 DNA Sequencer, Applied
Biosystems).
Caspase 3 activity
The activity of caspase 3 was quantified using a
specific commercial kit: AC-DEVD-AMC caspase 3
(CPP32) of Pharmigen (BD Transduction
Laboratories). 
VEGF quantitation in MG63 CM
The concentrations of VEGF in the CM were
quantified using a specific commercial ELISA:
Accucyte Human VEGF (Cytimmune Sciences Inc),
in accordance with the manufacturer’s
instructions. 
Analysis of VEGF and signaling pathways by
Western Blot
The proteins were extracted and processed
according to protocols established by our
laboratory (18,23). The analysis of p44/p42-MAPK
and Akt phosphorylation (Ser 473) as well as its
respective burden controls (p44/p42-MAPK and
total Akt) was developed following the
manufacturer’s instructions (Cell Signaling
Technology). The inhibitors of phosphatidylinositol
3-kinase (PI3K), LY294002 (20 µΜ, Sigma) and
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controles de carga (p44/p42-MAPK y Akt total) se
desarrolló siguiendo las instrucciones del fabrican-
te (Cell Signaling Technology). Los inhibidores de fos-
fatidilinositol 3-kinasa (PI3K), LY294002 (20 µΜ,
Sigma) y de MAPKK, PD98059 (50 µΜ, Calbio-
chem) se usaron añadiéndolos 45 minutos antes de
poner los distintos medios. Para cuantificar la expre-
sión del VEGF autocrino, se empleó un AcM frente
a VEGF (Sigma); como control de carga, se empleó
un AcM frente alfa-tubulina (Sigma).
Inmunocitoquímica para CD31 y FVIII
Las CE se cultivaron hasta confluencia y se fijaron con
Merckofix®. Una vez en confluencia, se incubaron con
MEM D-Val al 0,5% de SFB, MC y MC-Cl2Co duran-
te 7 días, y se fijaron igualmente con Merckofix®
(Merck). La inmunocitoquímica se realizó con un kit
comercial específico («EnVisionTM System», DakoCy-
tomation). En casos concretos, se realizó contaje de con-
densaciones cromatínicas/nucleolos y de estructuras de
capilares celulares. La relación núcleo-citosol se calculó
por planimetría lineal, sobre las mismas fotografías.
Ocasionalmente, se utilizaron tinciones celulares como
la de hematoxilina-eosina de Carazzi. 
Datos estadísticos
Los datos se expresaron como media ± error estan-
dar. Cada valor corresponde a un mínimo de 5
experimentos hechos por triplicado. Las compara-
ciones se hicieron mediante el test de ANOVA o la
prueba de “t” de Student, emparejada o no empa-
rejada. Se utilizaron las pruebas de Fisher y Scheffé
para comparaciones múltiples para determinar el
nivel de significación de p, que se consideró signifi-
cativo a valores < 0,05. Las comparaciones entre cada
condición de los experimentos y con el basal se
hicieron con estos cálculos. Todos los cálculos se rea-
lizaron con el paquete estadístico SPSS 13.0  Win-
dows (SPSS Inc.).
RESULTADOS
1. El medio condicionado (MC) de células
tumorales MG63 contiene VEGF y ejerce efectos
protectores sobre las CE
Las distintas muestras de medio se midieron a las
of MAPKK, PD98059 (50µΜ, Calbiochem) were
used adding them 45 minutes before placing the
different media. In order to quantify the expression
of autocrine VEGF, an Mab to VEGF (Sigma) was
used; as loading control, Mab to tubulin (Sigma)
was used. 
Immunocytochemistry for CD31 and FVIII
ECs were cultured to confluence and were fixed
with Merckofix®. Once in confluence, they were
incubated with MEM D-Val at 0.5% FBS, CM and
CM-Cl2Co for 7 days, and were also fixed with
Merckofix® (Merck). Immunocytochemistry was
carried out with a specific commercial kit
(“EnVisionSystem”, DakoCytomation). In specific
cases, count of chromatin condensations/nucleoli
and of capillary cell structures was carried out. The
nucleus-cytosol ratio was calculated by linear
planimetry, on the same pictures. Occasionally,
cell staining was used, such as Carazzi’s
hematoxylin-eosin. 
Statistical data
The data were expressed as mean ± standard
error. Each value corresponds to a minimum of 5
tests performed in triplicate. The comparisons
were made through the ANOVA test or the paired
or non-paired Student’s t test. Fisher and Scheffé
tests for multiple comparisons were used to
establish the p significance level, that was
considered significant at values < 0.05. The
comparisons between each test condition and to
the baseline were made with these calculations.
All the calculations were carried out with the SPSS
statistical package 13.0 for Windows (SPSS Inc.).
RESULTS
1. The conditioned media (CM) of tumor cells
MG63 contain VEGF and perform protective
effects on ECs 
The different samples of medium were measured
at 24 h of adding MG63 cells, in the case of the
CM, or of EC in case of the control medium.
Neither in the fresh medium (FM), nor in the EC
control medium VEGF was identified, while in
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24h de añadirse a las células MG63, en el caso del
MC, o de CE en caso del medio control. Ni en el
medio fresco (MF), ni el medio control utilizado
de CE se detectó VEGF, mientras que en MC tumo-
ral, el VEGF fue de 13,5 ± 1,2 ng/ml; esta cantidad
se incrementó cuando la incubación se realizó en pre-
sencia de CoCl2 (10 µM): 26,8 ± 1,5 ng/ml (p <
0,01 con respecto a MC sin CoCl2). El MC con
CoCl2 sólo se empleó en algunos casos, como méto-
do para asemejar las condiciones existentes en las
áreas hipóxicas del tumor.
Seguidamente, expusimos a las CE al MC y medi-
mos la supervivencia celular por citometría de flujo.
La exposición de CE a MC aumentaba la supervi-
vencia endotelial de forma evidente: con MC hubo
solamente un 5,6 ± 1,2% de muerte celular, frente a
un 33,5 ± 6,3% que aparece en CE con medio sin
suero (MF) (p < 0,01). La protección es cercana a la
que se alcanza con 20% de SFB, donde sólo un 1,8
± 1,2% corresponde a células muertas.
2. El MC de células tumorales induce cambios
fenotípicos en el endotelio confluente, mediados
en una proporción significativa por VEGF
El MC de MG63, especialmente cuando se añade
CoCl2, induce cambios fenotípicos significativos
en el endotelio, como se muestran en la figura 1. Estos
cambios son consistentes con un estado activado del
endotelio, pudiendo observarse un aumento en el
número de acúmulos de cromatina/nucleolos (CE +
MC de MG63: 5,3 ± 0,7 cromatina/nucleolos/cel
frente a CE + sin MC: 3,4 ± 0,4 cromatina/nucleo-
los/cel, p < 0,01) y un aumento del tamaño del
núcleo respecto al citosol (Relación núcleo/citosol
MF: 0,48 ± 0,14; MC-CoCl2: 0,68 ± 0,13*; MC-
CoCl2 +AcM anti-VEGF: 0,40 ± 0,12 (* p < 0,01)).
También se detectaron cambios llamativos en la
organización de las CE en la superficie de cultivo
(Figura 1A, 1C). Así, las CE incubadas con MC y más
aún con MC-CoCl2, desarrollaron vacuolizaciones
que ocuparon la totalidad del espacio citosólico.
Estas vacuolizaciones son morfológicamente idénticas
a las estructuras capilares unicelulares encontra-
das en angiomas malignos. Coincidentemente, se
desarrollaron espacios acelulares, idénticos a estruc-
turas vasculares primitivas en distribución bidi-
mensional (figura 1C).
Como cambios significativos encontramos que la
tumor CM the VEGF was 13.5  1.2 ng/mL; this
quantity increased when the incubation was
performed in the presence of CoCl2 (10 µM): 26.8
 1.5 ng/mL (p<0.01 with respect to CM without
CoCl2). The CM with CoCl2 was only used in some
cases, as a method for mimicking the conditions
existing in hypoxic areas of the tumor. 
Next, we exposed the CM to ECs and measured
cell survival by flow cytometry. The exposure of ECs
to CM clearly increased endothelial survival: with
CM only 5.6  1.2% of cell death occurred, in
contrast to 33.5  6.3% appearing in ECs with
serum-free medium (FM) (p <0.01). The
protection is close to that reached with 20% FBS,
where only 1.8  1.2% corresponds to dead cells.
2. The tumor cell CM induces phenotype 
changes in the confluent endothelium, largely
mediated by VEGF
The MG63-CM, particularly when CoCl2 is added,
induces significant phenotype changes in the
endothelium, as shown in Figure 1. These changes
are consistent with an activated endothelial state,
and an increase can be seen in the number of
chromatin/nucleoli accumulations (EC + CM of
MG63: 5,3  0.7 chromatin/nucleoli/cell vs EC +
without CM: 3.4  0.4 chromatin/nucleoli/cell, p
< 0.01) and an increase in the size of the nucleus
as compared to cytosol (Nucleus/cytosol ratio FM:
0.48  0.14; CM-CoCl2:0.68  0.13 *; CM-CoCl2
-VEGF +AcM: 0.40  0.12 (* p < 0.01)) .
Marked changes were also seen in the
organization of ECs in the culture surface (Figure
1A, 1C). Thus, the EC incubated with CM and
even more so with CM-CoCl2 developed
vacuolations completely occupying the cytosol
space. These vacuolations are morphologically
identical to the single-cell capillary structures
found in malignant angiomas. Coincidentally, cell-
free spaces appeared, that were identical to
primitive vascular structures in bidimensional
distribution (Figure 1C). 
The significant changes found were that the
incubation in presence of anti-VEGF Mab in CM-
CoCl2 led to partial inhibition of the formation of
cell-free spaces (Figure 1D) and a virtually
complete inhibition of single-cell capillary
structures (Figure 1B). Quantitatively, the number
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incubación en presencia de el AcM anti-VEGF en el
MC-CoCl2 determinó una inhibición parcial de la for-
mación de espacios acelulares (figura 1D) y una
inhibición prácticamente completa de estructuras
capilares unicelulares (figura 1B). Cuantitativa-
mente, el nº de CE con formación de vacuolas cito-
plásmicas en CE tratadas con MC-CoCl2 (capilares
unicelulares) fue del 25% (n = 394 células), frente al
0,5% de CE con vacuolas cuando se trataron con
MC-CoCl2 +AcM anti-VEGF.
3. El MC de MG63 favorece la invasividad en
matrices y el rendimiento en cultivo de las CE, por
medio de mecanismos que involucran al VEGF
Para examinar la posibilidad de cambios en la
of ECs with formation of cytoplasmic vacuoles in
ECs treated with CM-CoCl2 (single-cell capillaries)
was 25% (n = 394 cells) vs 0.5% ECs with
vacuoles when treated with CM-CoCl2 +Mab anti-
VEGF.
3. The CM of MG63 enhances invasiveness in
matrixes and performance in culture of ECs, by
means of mechanisms involving the VEGF
In order to examine the possibility of changes in
the invasiveness of the endothelium suggested by
the endothelial activation described, we used a
Matrigel matrix system. As shown in Table I, the
ECs incubated in conventional FM crossed the
Matrigel at very low amounts (possibly for not
Figura 1. Cambios fenotípicos en CE
tratadas con MC-CoCl2: A y C: CE tratadas
con MC-CoCl2 ;   B y D: CE tratadas con
MC-CoCl2 + AcM anti-VEGF. Las dos figuras
superiores muestran un detalle de las
imágenes (400x), observándose  las
vacuolas citoplásmicas (A, flechas)
(capilarización unicelular). Las dos figuras
inferiores  muestran un campo más general
(200x) y se observan los espacios acelulares
que aparecen en una capa confluente de CE
después de los tratamientos indicados.
Como puede observarse, el AcM anti-VEGF
disminuye drásticamente el nº de CE
vacuoladas de aspecto capilar y reduce el
tamaño de las áreas acelulares. Además,
estas células presentan acusados signos de
desvitalización, con picnosis nuclear (B).
Figure 1. Phenotype changes in ECs treated
with CM-CoCl2: A and C: ECs treated with
CM-CoCl2; B and D: ECs treated with CM-
CoCl2+ Mab anti-VEGF. The above two
figures show a detail of the images (400x),
observing the cytoplasmic vacuoles (A,
arrows) (single-cell capillarization). The two
figures below show a more general field
(200x), and the cell-free spaces are seen to
appear in a confluent layer of EC after the
prescribed treatments. As seen, the anti-
VEGF Mab decreases markedly the number
of vacuolated ECs of capillary appearance
and reduces the size of cell-free areas.
Furthermore, these cells show marked
signals of devitalization, with nuclear
pyknosis (B). 
DC
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invasividad del endotelio sugerida por la activa-
ción endotelial descrita, utilizamos un sistema
de matriz de Matrigel. Tal como se ve en la tabla
I, las CE incubadas en MF convencional atrave-
saron el Matrigel en cantidades mínimas (posi-
blemente al no poseer suficiente actividad de
proteasas de matriz). En cambio, la incubación de
CE con MC indujo la migración de estas células a
través del Matrigel; esta capacidad se redujo sig-
nificativamente en presencia del AcM anti-VEGF
y es total al bloquear el VEGFR2 con el AcM
3.83 (tabla I).
Para saber si el estado de activación continuaba aún
después de quitar el estímulo, utilizamos CE con-
fluentes tratadas con MC durante 24h, que poste-
riormente se tripsinizaron y resembraron. En estas
condiciones, observamos que el pretratamiento con
MC-MG63 induce en el endotelio una ventaja de cre-
cimiento en la resiembra, aún mas evidente en el caso
de MC-CoCl2 (tabla II).
4. El bloqueo de VEGF o de su receptor
VEGFR2 transforma el efecto del MC de MG63
de citoprotector a tóxico.
Basados en estos resultados, analizamos si el
VEGF presente en el MC-MG63, era o no crítico
para su efecto protector. Estos experimentos indi-
having sufficient matrix protease activity). On the
other hand, the incubation of ECs with CM
induced the migration of these cells through the
Matrigel; this capacity decreased significantly in
presence of anti-VEGF Mab and is total upon
blocking the VEGFR2 with Mab 3.83 (Table I). 
In order to establish if the state of activation still
continued after removing the stimulus, we used
ECs treated with CM for 24h, that were
subsequently trypsinized and reseeded. Under
these conditions, we observed that pretreatment
with CM-MG63 induces in the endothelium a
growth advantage in reseeding, even more clear in
the case of CM-CoCl2 (Table II).
4. The blockage of VEGF or of its receptor
VEGFR2 transforms the effect of MG63-CM from
cytoprotective to toxic.
Based on these results, we analyzed if the VEGF
present in the MG63-CM was or not critical for its
protective effect. These tests indicated that the
inhibition of the effect of the VEGF through
specific antibodies to VEGF or its receptor VEGFR2
not only blocks the protective effect, but also
shows a latent cytotoxic effect of the tumor CM
(Figure 2), that is not present in the FM. A similar
event can be seen in the reseeding tests, where
TABLA I. Medidas de activación de CE por penetración en matrigel
TABLE I. Measures of EC activation by penetration in Matrigel
Nº de CE/campo Nº of ECs/field
MF 12 ± 5 FM
MF + IgG 14 ± 3 FM + IgG
MF + AcM anti-VEGF 17 ± 6 FM + Mab anti-VEGF
MC 237 ± 36* CM
MC + IgG 220 ± 42 CM + IgG   
MC + AcM anti-VEGF 102 ± 15** CM + Mab anti-VEGF
MF + 3.83 15 ± 5 FM + 3.83
MC + 3.83 16 ± 5*** CM + 3.83
Las CE se contaron a las 48h de poner los distintos agonistas. MF: medio fresco sin suero. MC: medio condicionado de MG63. AcM
anti-VEGF: 1 µg/ml, 3.83 (anti-VEGFR2): 0,5 µg/ml. IgG no específica .*p <0,001 con respecto al basal. **p < 0,01 con respecto
al MC sólo. ***p < 0,001 con respecto al MC sólo.
The ECs were counted at 48 h of placing the different agonists. FM: fresh medium without serum. CM: conditioned medium of
MG63. anti-VEGF Mab: 1 µg/ml, 3.83 (anti-VEGFR2): 0.5 µg/ml. Nonspecific IgG.*p <0.001 vs baseline. ** p < 0.01 vs the CM
alone. ***p < 0.001 vs the CM alone.
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caron que la inhibición del efecto del VEGF median-
te anticuerpos específicos frente a VEGF o su recep-
tor VEGFR2 no solo bloquea el efecto protector, sino
que revela un efecto citotóxico latente del MC
tumoral (Figura 2), que no está presente en el MF. Un
fenómeno similar puede observarse en los experi-
mentos de resiembra, en los que el uso de anticuer-
po anti-VEGF indujo una disminución por debajo del
basal a las 72h (tabla II), tanto en células tratadas con
the use of anti-VEGF antibody induced a reduction
below baseline at 72 h (Table II), both in cells
treated with CM and with CM-CoCl2.
5. The CM of MG63 promotes the expression 
of VEGFR2 but inhibits that of autocrine
endothelial VEGF
The above findings supported the significance of
TABLA II. Ventaja de crecimiento de las CE por precondicionamiento celular 
TABLE II.Growth advantage of ECs by cell preconditioning
48h 72h
(x104 cel/cm2) (x104 cel/cm2)
MF 4,6 ± 0,8 (46%) 6,4 ± 0,7 (64%) FM
MF+ IgG 4,5 ± 0,3 (45%) 6,2 ± 1,1 (62%) FM+ IgG
MF + AcM anti-VEGF 4,8 ± 0,7 (48%) 6,7 ± 0,8 (67%) FM + Mab anti-VEGF
MC 9,9 ± 1,3 (99%)** 6,5 ± 1,5 (65%) CM
MC + AcM anti-VEGF 5,0 ± 1,2 (50%) 3,6 ± 1,3 (36%)* CM + Mab anti-VEGF
MC- CoCl2 10,6 ± 0,8 (106%)* 8,4 ± 1,2 (84%)** CM - CoCl2
MC- CoCl2+ AcM anti-VEGF 5,0 ± 1,1 (50%)* 5,0 ± 1,1 (50%)* CM- CoCl2+ Mab anti-VEGF
Contaje celular realizado a 48h y 72h [no se midió a las 24h, debido a que las CE requieren 24h para adherirse suficientemente a la placa].
Entre paréntesis se muestran los rendimientos (%) de la resiembra. MF: medio fresco sin suero. MC: medio condicionado de MG63; MC-
CoCl2: MC con CoCl2 (10 µM); AcM anti-VEGF: 1µg/ml.  *p < 0,05 y  **p < 0,01  con respecto al MF, respectivamente. NOTA: Para detalles
de las condiciones de cultivo, ver Materiales y Métodos.
Cell count carried out at 48 h and 72 h [not measured at 24 h, since the ECs require 24 h to attach sufficiently to the plaque]. In brackets,
the yields (%) of reseeding. FM: fresh medium without serum. CM: conditioned medium of MG63; CM-CoCl2: CM with CoCl2 (10 µM); Anti-VEGF
Mab: 1µg/ml. * p < 0.05 and ** p < 0.01 for the FM, respectively. NOTE: For details on the culture conditions, see Material and Methods. 
Figura 2. Análisis de la
muerte celular (48h)
mediante citometría de
flujo: En todos los casos,
excepto el control con
20% de SFB, el medio
no tenía SFB. MF: medio
control sin SFB; MC:
medio condicionado de
MG63; AcM anti-VEGF se
utilizó a 1 µg/ml y el AcM
3.83 (anti VEGFR2) a
0,5 µg/ml. * p < 0,01
con respecto al 20% de
SFB; ** p < 0,05 con
respecto al MF sin suero. 
Figure 2. Analysis of
cell death (48 h)
through flow cytometry:
In all cases, except for
the control with 20%
FBS, the medium did
not contain FBS. FM:
control medium without
FBS; CM: conditioned
medium of MG63; anti-
VEGF Mab was used at
1 µg/ml and Mab 3.83
(anti VEGFR2) at 0.5
µg/ml. * p < 0.01 for
20% FBS; ** p < 0.05
for serum-free FM. 
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MC como con MC-CoCl2.
5. El MC de MG63 promueve la expresión de
VEGFR2 pero inhibe la de VEGF autocrino
endotelial.
Los hallazgos anteriores sustentaban la impor-
tancia del VEGF en los mecanismos observados.
Basándose en los datos acerca del papel del VEGF
autocrino obtenidos en las primeras series experi-
mentales, se analizaron las regulaciones recíprocas
entre el VEGF de origen tumoral contenido en el MC
de MG63 y el VEGF autocrino de las CE.
La expresión de ARNm de VEGF por parte de las
CE se estimula durante la incubación en ausencia de
SFB (figura 3A); sin embargo, este estímulo se inhi-
bió completamente en presencia del MC. Se obtuvo
un resultado idéntico al examinar la producción
VEGF in the observed mechanisms. Based on the
data about the role of autocrine VEGF obtained in
the first experimental series, the reciprocal
regulations between VEGF of tumor origin
contained in the CM of MG63 and the autocrine
VEGF of the ECs were analyzed.
The expression of VEGF mRNA by EC is stimulated
during the incubation in the absence of FBS (Figure
3A); however, this stimulus was completely inhibited
in presence of the CM. An identical result was
obtained examining the production of VEGF protein,
through Western blot (Figure 3B). 
In order to clarify the mechanism whereby the
endothelial expression of VEGF mRNA is inhibited in
the presence of tumor CM, the possibility that the
expression of endogenous VEGF could be inhibited
by the exogenous found in the CM was considered.
Figura 3. Análisis de la expresión de VEGF. 3A. Expresión del ARNm de VEGF a distintos tiempos medidos por RT-PCR: En la
figura se indican, en la parte superior, los distintos tiempos en los que se recogió el ARNm. Los signos  (-) y (+) indican
respectivamente el uso de medio sin SFB o el de MC sobre las CE. La utilización del AcM anti-VEGF  y del AcM anti-VEGFR2
(AcM 3.83) quedan igualmente indicados en los correspondientes casos. Como control interno se utilizó β-actina.
3B. Proteína de VEGF medida por Western blot a 24h y 48h: En la figura los signos (-) y (+) indican respectivamente el uso
de medio sin SFB (-) o el de MC (+) sobre las CE. La adición de VEGF exógeno al MF (10 ng/ml) se encuentra también
indicada en la figura. Como control interno se utilizó  α-tubulina.
Figure 3. Analysis of VEGF expression. 3A. Expression of VEGF mRNA at different times measured by RT-PCR:  The figure
shows, in the upper part, the different times at which the mRNA was collected. The signs (-) and (+) indicate respectively the
use of medium without FBS or that of CM on the ECs. The use of anti-VEGF Mab and of anti-VEGFR2 Mab (Mab 3.83) are
also indicated in the relevant cases. The house-keeping control used was β-actin.
3B. VEGF protein measured by Western blot at 24 h and 48 h: In the figure below the signs (-) and (+) indicate respectively
the use of medium without FBS (-) or that of CM (+) on the EC. The addition of exogenous VEGF to FM (10 ng/mL) is also
indicated in the figure. The house-keeping control used was α-tubulin. 
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de la proteína de VEGF, por Western blot (figura 3B).
Para clarificar el mecanismo por el que se inhibe la
expresión endotelial de ARNm de VEGF en presencia
de MC tumoral, se pensó en la posibilidad de que la
expresión del VEGF endógeno se pudiera inhibir por el
exógeno que se encontraba en el MC. En este sentido,
observamos que el VEGF exógeno agregado al MF pro-
vocaba la pérdida de expresión de VEGF endógeno en
las CE a nivel de proteína (figura 3B), avalando la
existencia de una inhibición de un VEGF sobre la
expresión del otro. Sin embargo, al utilizar el AcM anti-
VEGF se observó que la producción de VEGF endógeno
continuó inhibida y lo mismo ocurrió al añadir el
AcM bloqueante anti VEGFR2 (figura 3A). A conti-
nuación estudiamos qué efectos podía tener sobre los
receptores de VEGF, VEGFR1 y VEGFR2. En los
experimentos realizados a distintas horas, pudimos ver
un aumento de expresión de ARNm de VEGFR2 a 3,
6, 9 y 24 h cuando las CE eran incubadas con MC. La
presencia del VEGF exógeno tiene un papel relevante
en este incremento de VEGFR2, ya que si las CE se tra-
taban con AcM anti-VEGF, la expresión de VEGFR2
disminuía significativamente (figura 4). Por el con-
trario, no se detectó ningún efecto sobre la expresión del
With this regard, we observed that the exogenous
VEGF aggregated to the FM caused the loss of
expression of endogenous VEGF in the ECs in the
proteins (Figure 3B), which supports the existence
of an inhibition of a VEGF on the expression of the
other. However, when the anti-VEGF Mab was used,
it was shown that the production of endogenous
VEGF continued to be inhibited and the same
occurred upon adding the anti-VEGFR2 blocking
Mab (Figure 3A). Below we study the potential
effects on the VEGF, VEGFR1 and VEGFR2
receptors. In the tests carried out at different hours,
an increase was seen in  VEGFR2 mRNA expression
at 3, 6, 9, and 24 h when the ECs were incubated
with CM. The presence of exogenous VEGF plays a
relevant role in this VEGFR2 increase, since if the
ECS were treated with  anti-VEGF Mab, VEGFR2
expression decreased significantly (Figure 4). On the
contrary, no effect was identified on the expression
of the VEGFR1 receptor mRNA (Figure 4). 
6. Analysis of mechanisms induced by MG63-CM
In order to analyze the mechanisms involved in
Figura 4. Expresión de VEGFR1 y VEGFR2 a distintos tiempos por RT-PCR: En la figura se indican en la parte superior, los
distintos tiempos en los que se recogió el ARNm. Los signos (-) y (+) indican respectivamente el uso de medio sin SFB o el de
MC sobre las CE. La utilización del AcM anti-VEGF y de AcM anti-VEGFR2 (AcM 3.83) quedan igualmente indicados en los
correspondientes casos. Como control interno se utilizó ‚ β-actina.
Figure 4. VEGFR1 and VEGFR2 expression at different times by RT-PCR: The figure shows in the upper part the different times
at which mRNA was collected. The signs (-) and (+) indicate respectively the use of medium without FBS or that of CM on the
ECS. The use of anti-VEGF Mab and of anti-VEGFR2 Mab (AcM 3.83) is also indicated in the relevant cases. The house-
keeping control used was β-actin. 
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ARNm del receptor VEGFR1 (figura 4). 
6. Análisis de mecanismos inducidos por el MC
de MG63
Para analizar los mecanismos implicados en la
protección endotelial inducida por el MC, estudia-
mos los niveles de activación de las rutas de super-
vivencia endoteliales. El MC provocó la activación
de la ruta de supervivencia PI3K/Akt y de la ruta de
proliferación de las MAPK de manera tiempo-depen-
diente (Figura 5), como se ve por el incremento de la
formas fosforiladas mediante Western blot con anti-
cuerpos específicos. Como era de esperar, esta acti-
vación fue inhibida en presencia de inhibidores
específicos de estas rutas, como son LY294002 (20
µM) y PD98059 (50 µM) respectivamente.
Asimismo, la exposición de las CE al MC indujo una
disminución en la actividad de la caspasa 3 (caspasa
ejecutora de apoptosis) a partir de las 6 horas de
exposición. Esta disminución fue significativa trans-
curridas 24h desde la incorporación del MC (Figura
6). En cualquier caso, la actividad estaba disminuida
significativamente cuando las células se encontra-
ban en su medio de crecimiento con 20% de SFB.
DISCUSIÓN
Los datos obtenidos en este estudio aclaran los
the endothelial protection induced by the CM, we
studied the levels of activation of the endothelial
survival pathways. The CM led to the activation of
the PI3K/Akt survival pathway and the
proliferation pathway of MAPK on a time-
dependent basis (Figure 5), as shown by the
increase of phosphorhylated forms through
Western blot with specific antibodies. As
expected, this activation was inhibited in the
presence of specific inhibitors of these pathways,
such as LY294002 (20 µM) and PD98059 (50
µM) respectively. 
Furthermore, the exposure of ECs to the CM
induced a reduction in the activity of caspase 3
(caspase executing apoptosis) starting from 6
hours after exposure. This reduction was
significant after 24 h from the addition of the CM
(Figure 6). In any case, the activity decreased
significantly when the cells were in their growth
media with 20% FBS. 
DISCUSSION
The data obtained in this study clarify the
previously unknown issues of the performance of
the EC in the tumor media, concerning EC
activation. There are multiple and varied in vitro
studies with tumor CM.(24,25) However, our




blot de p-AKT y p-
MAPK: El MC induce
la fosforilación tanto
de AKT como MAPK.
El inhibidor de PI3K
LY294002 (20 µM) y
el de MAPKK
PD98059 (50 µM) se
usaron para inhibir
dicha fosforilación.
AKT y MAPK total se
usaron como control
de carga.








both AKT and MAPK.
The inhibitor of PI3Κ
LY294002 (20µM)
and that of MAPKK
PD98059 (50µM)
were used to inhibit
this phosphorylation.
AKT and total MAPK
were used as loading
control . 
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aspectos previamente desconocidos del comporta-
miento de la CE en el microambiente tumoral, refe-
ridos a la activación de la CE. Los estudios in vitro con
MC tumorales son muy numerosos y variados (24,25).
Sin embargo, nuestro trabajo difiere de los realizados,
en que se han utilizado CE en estado confluente. Los
experimentos con MC se realizaron como modelo
experimental de una situación biológica en la que un
endotelio sano, en confluencia y quiescente desde el
punto de vista del ciclo celular, se ve expuesto a la
acción masiva de factores de crecimiento, y en parti-
cular, de VEGF.
En primera instancia, nuestros resultados confir-
maron el efecto protector que produce el MC de
células tumorales sobre las CE similar a la observa-
da si se le añade a un medio normal SFB, del mismo
modo que encontramos en la literatura. Seguida-
mente, se realizó un hallazgo previamente no descrito
en la literatura; al eliminar el efecto del VEGF del MC
con AcM bloqueantes, este efecto protector, no sola-
mente desaparecía, sino que además el MC tumoral
pasaba a ser mucho más dañino para el endotelio.
Empleando AcM anti-VEGFR2, este efecto tóxico era
similar al producido por el AcM anti-VEGF, e inclu-
so más acusado, lo que indicaba que el efecto pro-
tector es debido al VEGF y que además se produce vía
receptor VEGFR2. El que el efecto tóxico sea aún
mayor que con el AcM anti-VEGF, puede ser debido
a la presencia de otras moléculas relacionadas a
VEGF, como son VEGF C y VEGF D, que también se
study differs from others performed in that
confluent EC has been used. The studies with CM
were carried out as experimental model of a
biological status where a healthy endothelium, in
confluence and quiescence from the standpoint
of the cell cycle, is exposed to the massive action
of growth factors, and particularly of VEGF. 
First of all, our results confirmed the protective
effect caused by the CM of tumor cells on the
EC, similar to that seen when adding FBS to a
normal medium, as reported in the literature.
Then, we obtained a finding not previously
described in the literature; when removing the
effect of the CM VEGF with blocking Mab, this
protective effect not only disappeared but also
the tumor CM became much more harmful for
the endothelium. Using anti-VEGFR2 Mab, this
toxic effect was similar to that caused by the
anti-VEGF Mab, and even more marked,
indicating that the protective effect is due to
VEGF and that it also occurs through the VEGFR2
receptor. The fact that the toxic effect is even
greater than with anti-VEGF Mab can be due to
the presence of other molecules related to VEGF,
such as VEGF C and VEGF D, also binding to the
same receptor(26). In any case, our results
establish that, in the absence of VEGF, the tumor
media is toxic for the endothelium. These data
corresponded in part to the findings of Benjamín
et al.,(27) who reported that tumor vessels of
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unen al mismo receptor (26). En cualquier caso,
nuestros resultados establecen que, en ausencia de
VEGF, el medio tumoral resulta tóxico para el endo-
telio. Estos datos se corresponden en parte con los
hallazgos de Benjamín y col (27), quienes observaron
que vasos tumorales de estructura inmadura (sólo
endoteliales) se atrofian al antagonizar VEGF. El
aspecto enteramente nuevo de nuestros resultados
radica en el desenmascaramiento de la actividad
citotóxica endotelial del medio tumoral.
Se sabe que las CE pueden llegar a formar estructu-
ras semejantes a capilares, con un soporte adecuado,
como por ejemplo el Matrigel (28). Sin embargo no está
descrito como “in vitro”, en placas bidimensionales, y
sin ningún tipo de matriz añadido, un medio que ha
estado en contacto con células tumorales, más aún en
condiciones de hipoxia, puede crear las condiciones ade-
cuadas para que estas CE pongan en marcha toda la
maquinaria necesaria para formar unas estructuras simi-
lares a capilares y lagunas vasculares.
El tumor, en condiciones de hipoxia, es capaz de
secretar todos los factores necesarios para favorecer la
angiogénesis, proteasas para romper la matriz, una gran
cantidad de factores angiogénicos que atraen (29) y
hacen migrar a las CE hacia el estímulo, proliferar y per-
mitir que el tumor crezca y se disemine (30).
Las estructuras observadas, vacuolas o “agujeros”
aparecidos en las CE tratadas con MC-CoCl2, se
corresponden con las encontradas en el seno de tejidos
tumorales o matrices tridimensionales (31,32). La
práctica desaparición de estas vacuolas en presencia del
AcM anti-VEGF, sugiere que éste es el factor clave en la
capilarización.
Nuestros experimentos muestran como en presencia
del MC tumoral las CE se vuelven invasivas y atravie-
san el Matrigel, un fenómeno que no ocurre en condi-
ciones normales. Sin embargo si introducimos en el MC
el AcM anti-VEGF o el AcM anti-VEGFR2, encon-
tramos que esta capacidad queda prácticamente abo-
lida, con lo que pierden por tanto la capacidad de
invasividad. Esta capacidad de penetración del Matri-
gel y su dependencia de VEGF deben ponerse en rela-
ción con la capacidad de este factor de activar
metaloproteasas (33).
En la literatura encontramos que tratamientos
antiangiogénicos, con anticuerpos que bloquean al
VEGFR2, inhiben el desarrollo de tumores y metás-
tasis de distintos tipos, y en general son bien tolerados
(34,35). En estos protocolos se asume que al inhibir la
immature structure (only endothelial) atrophy
when antagonizing VEGF. The complete novelty of
our results is that endothelial cytotoxic activity of
the tumor media is unmasked.
It is known that the ECs can eventually form
structures similar to capillaries, with an adequate
support, for instance the Matrigel (28). However,
it is not described as in vitro, on bidimensional
plaques, and with no added type of matrix. A
medium that has been in contact with tumor
cells, even more under conditions of hypoxia, it
can create the adequate conditions for these ECs
to implement the whole necessary machinery for
forming structures similar to capillaries and
vascular lakes. 
The tumor, under conditions of hypoxia, can
secrete all the necessary factors in order to
enhance angiogenesis, proteases to break the
matrix, a high amount of angiogenic factors that
attract (29) and lead to migrating the ECs to the
stimulus, to proliferate and to allow for tumor
growth and dissemination (30).
The observed structures, vacuoles or «holes»
appeared in the ECs treated with CM-CoCl2,
corresponded to those found inside tumoral
tissues or three-dimensional matrices.(31,32)
The virtual disappearance of these vacuoles in
the presence of the anti-VEGF Mab suggests that
this is the key factor in capillarization. 
Our tests show that, in the presence of tumor
CM, the ECs become invasive and cross the
Matrigel, which does not occur under normal
conditions. However, if we add to the CM the
anti-VEGF Mab or the anti-VEGFR2 Mab, we find
that this capacity is virtually abolished, thus
losing their invasiveness. This Matrigel
penetrability  and its dependence on VEGF should
be related to the ability of this factor to activate
metalloproteases (33).
In the literature we found that antiangiogenic
treatments, with antibodies blocking VEGFR2,
inhibit the development of tumors and metastasis
of different types, and are generally well tolerated
(34,35). In these protocols it is assumed that
upon inhibiting the proliferation of the ECs, there
is less progression of the tumor and its
metastatic capacity decreases, but there are no
studies that show that a blocking anti-VEGF Mab
or an Mab vs VEGFR2 can block the ability to
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proliferación de las CE, hay menos progresión del
tumor y se produce una disminución en su capacidad
metastásica, pero no hay estudios, donde podamos ver
que un AcM anti-VEGF bloqueante o un AcM fren-
te a VEGFR2 pueda interferir en la capacidad de
atravesar esta matriz y por tanto de disminuir poten-
cialmente su capacidad metastásica.
Otro hecho original y de potencial importancia, fue
que el MC disminuía la expresión basal de VEGF
autocrino. En condiciones normales, las CE no
expresan VEGF autocrino, posiblemente debido a
que se encuentran rodeadas por otras, como los
pericitos y el músculo liso vascular, que sí lo expre-
san y “protegen” a las CE a través de él. En nuestro
caso, podríamos comparar al MC, donde se encuen-
tra VEGF, con el VEGF que el endotelio pueda reci-
bir de las células circundantes. En los vasos
tumorales, esta situación cambia, los vasos están for-
mados sólo por CE y no existen (o hay pocos) peri-
citos, de forma que si retiramos el VEGF del MC
(VEGF exógeno o paracrino), utilizando el AcM
anti-VEGF, al estar inhibida la producción de VEGF
autocrino aparece el daño celular. Estos resultados
aportan, por lo tanto, información de valor prácti-
co a la hora de estimar la importancia funcional
del VEGF autocrino. En cuanto al mecanismo de la
citada inhibición, si bien el VEGF exógeno agrega-
do al medio fresco fue capaz de inhibir la expresión
de VEGF autocrino, la inhibición de éste por parte del
MC demostró ser más compleja y, probablemente
dependiente de otros factores contenidos en el MC,
al no bloquearse la inhibición de la expresión de
VEGF autocrino por parte del MC en presencia del
AcM anti-VEGF o el AcM VEGFR2.
El MC aumenta la expresión de VEGFR2, este
hallazgo es compatible con datos de la literatura, en que
se ha visto aumento de expresión de VEGFR2 en CE
con distintas líneas tumorales (36,37). Los resulta-
dos con el MC tumoral indican que el VEGF conteni-
do en este medio, incrementa la expresión de VEGFR2
de forma paracrina, y en unos tiempos llamativamen-
te más rápidos que los descritos con VEGF exógeno ais-
lado (38). Esto sugiere la existencia en el MC, de
factores coadyuvantes de dicha expresión. Aunque
los mecanismos aún no están aclarados. Así, nues-
tros resultados indican que el MC activa en las CE las
dos rutas principales de supervivencia: PI3K/Akt y
p44/p42-MAPK. Estas rutas están implicadas en la señal
intracelular de diferentes factores de crecimientos,
cross this matrix and accordingly of reducing
potentially its metastatic capability. 
Another original, potentially significant fact is
that the CM decreased the baseline expression of
autocrine VEGF. Under normal conditions, the ECs
do not express autocrine VEGF, possibly as they
are surrounded by others, including pericytes and
vascular smooth muscle, that do express it and
protect the ECs through it. In our case, we could
compare the CM, where VEGF is located, to the
VEGF that the endothelium can receive from the
surrounding cells. In the tumor vessels, this
changes; the vessels are only formed by EC and
there are not (or there are few) pericytes, so that
removing the VEGF from the CM (exogenous or
paracrine VEGF), using anti-VEGF Mab, as the
production of autocrine VEGF is inhibited cell
damage occurs. Consequently, these results
provide information of practical value when
estimating the functional importance of autocrine
VEGF. With regard to the mechanism of the above
inhibition, though exogenous VEGF added to the
fresh media was above to inhibit the expression
of autocrine VEGF, its inhibition by the CM proved
to be more complex, and probably dependent on
other factors contained in the CM, as the
inhibition of autocrine VEFG expression was not
blocked by the CM in presence of anti-VEGF AcM
or VEGFR2 Mab. 
The CM increases VEGFR2 expression, and this
finding is consistent with literature data, where an
increased VEGFR2 expression has been seen in EC
with different tumor lines.(36,37) The results with
the tumor CM indicate that the VEGF contained in
this medium increases the paracrine VEGFR2
expression, at times remarkably faster than those
described with isolated exogenous VEGF.(38) This
suggests the existence in the CM of coadjuvant
factors of this expression, though the mechanisms
have not been elucidated yet. Therefore, our results
indicate that the CM activates in the ECs the main
two survival pathways: PI3K/Akt and p44/p42-MAPK.
These pathways are involved in the intracellular
signal of different growth factors, including the VEGF. 
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entre ellos el VEGF.
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Neria F, Caramelo C, Peinado H, Gonza´lez-Pacheco FR,
Deudero JJ, de Solis AJ, Ferna´ndez-Sa´nchez R, Pen˜ate S, Cano
A, and A´ngeles Castilla M. Mechanisms of endothelial cell
protection by blockade of the JAK2 pathway. Am J Physiol Cell
Physiol 292: C1123–C1131, 2007. First published October 11,
2006; doi:10.1152/ajpcell.00548.2005.—Inhibition of the JAK2/
STAT pathway has been implicated recently in cytoprotective mech-
anisms in both vascular smooth muscle cells and astrocytes. The
advent of JAK2-specific inhibitors provides a practical tool for the
study of this pathway in different cellular types. An interest in finding
methods to improve endothelial cell (EC) resistance to injury led us to
examine the effect of JAK2/STAT inhibition on EC protection.
Furthermore, the signaling pathways involved in JAK2/STAT inhibi-
tion-related actions were examined. Our results reveal, for the first
time, that blockade of JAK2 with the tyrosine kinase inhibitor AG490
strongly protects cultured EC against cell detachment-dependent
death and serum deprivation and increases reseeding efficiency. Con-
firmation of the specificity of the effects of JAK2 inhibition was
attained by finding protective effects on transfection with a dominant
negative JAK2. Furthermore, AG490 blocked serum deprivation-
induced phosphorylation of JAK2. In terms of mechanism, treatment
with AG490 induces several relevant responses, both in monolayer
and detached cells. These mechanisms include the following: 1)
Increase and nuclear translocation of the active, dephosphorylated
form of -catenin. In functional terms, this translocation is transcrip-
tionally active, and its protective effect is further supported by the
stimulation of EC cytoprotection by transfectionally induced excess of
-catenin. 2) Increase of platelet endothelial cell adhesion molecule
(PECAM)/CD31 levels. 3) Increase in total and phosphorylated AKT.
4) Increase in phosphorylated glycogen synthase kinase (GSK)3/.
The present findings imply potential practical applications of JAK2
inhibition on EC. These applications affect not only EC in the
monolayer but also circulating detached cells and involve mechanistic
interactions not previously described.
JAK2/STAT; cytoprotection; anoikis; AG490
INDUCTION OF ENDOTHELIAL CELL (EC) resistance to injury is a
critical issue in designing tools for vascular therapeutics. En-
dothelial preservation is important in an extremely ample array
of conditions, extending from pathologies in which endothelial
injury is the leading mechanism, e.g., malignant hypertension
or hemolytic-uremic syndrome (HUS), to arterial hypertension
or simply to mechanical endothelial damage as occurs during
vascular interventional procedures. Remarkably, a new per-
spective of interest has been opened with the recognition of the
role of endothelial precursors in the repair of the endothelial
layer (28).
Numerous studies have dealt with the subject of endothelial
protection, basically employing growth factors and stimulating
cytoprotective pathways, e.g., phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K)/AKT, stress proteins, or MAP kinases (19). The Janus
kinase/signal transducers and activators of the transcription
(JAK/STAT) pathway transmits information received from
extracellular peptide signals through transmembrane receptors
directly to target gene promoters in the nucleus, therefore
providing a mechanism for transcriptional regulation without
identified second messengers. While signaling through the
canonical JAK/STAT pathway has been extensively character-
ized in stimulated immune cells, emerging evidence indicates
that STATs also mediate responses to forms of cellular stress
as diverse as ischemia/reperfusion, endotoxin, ultraviolet light,
or hyperosmolarity (9). Notwithstanding, data are less than
homogeneous as to how JAK inhibition affects cell damage in
different models of ischemic injury (10, 15, 20). At present,
most of the information available on this subject comes from
the field of cardiovascular medicine. In this regard, JAK/STAT
signaling appears to have an important role in the development
of the cardioprotected phenotype associated with ischemic
preconditioning (15). On the other hand, double-edged effects
have been reported in models of myocardial infarction, i.e.,
while JAK/STAT activation reduces apoptosis in the myocar-
dial infarction border zone, JAK2/STAT inhibition by AG490
improves the increase of protein phosphatase-1 activity and
decreases the levels of p16-phospholamban, which underlie
myocardial dysfunction (10). Moreover, the inhibition of the
JAK/STAT pathway may result in a significant reduction in the
size of devitalized tissue and in the number of cardiomyocytes
undergoing apoptosis (20). Furthermore, JAK2/STAT is in-
volved in the anti-apoptotic effect of granulocyte colony-
stimulating factor in severely ischemic myocardium and endo-
thelium (13). Collectively, these data indicate that cellular
stress activates STATs in ways that can be either detrimental or
supportive of cell survival. Recently, a substantial, specific
piece of information has been added, by demonstrating that
JAK2 tyrosine kinase mediates oxidative stress-induced apop-
tosis in vascular smooth muscle cells (27) and astrocytes (11).
As a consequence, JAK2 inhibition induces cytoprotection
against oxidative aggression. In the same line of evidence,
oxidized low-density lipoproteins have been recently shown to
induce, by means of lipid peroxidation products, tyrosine
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phosphorylation and activation of JAK2, STAT1, and STAT3,
therefore providing support to consider JAK2 as an oxidative
stress-activated kinase (21). The actual mechanisms involved
in these effects have not been sufficiently characterized; fur-
thermore, data on models with possible applications to vascular
pathology need to be generated.
To the best of our knowledge, no information has been
published regarding the putative role of the JAK2/STAT path-
way in cytoprotective or cytotoxic mechanisms on EC. In this
sense, two particularly important types of damage are growth
factor deprivation and cell detachment-related death. The latter
is mainly due to detachment-dependent apoptosis, a phenom-
enon that has been designated as anoikis. Anoikis is crucial in
determining the death of adult EC losing adherence to the
monolayer (12), and its inhibition can be attained in only a few
conditions. In this regard, previous literature (18) and prelim-
inary results from our laboratory (Castilla MA, unpublished
observations) have shown that inhibition of the glycogen syn-
thase kinase (GSK)3 pathway increases the survival of EC
against detachment-related cell death. In terms of mechanism,
inhibition of GSK3 with LiCl increases -catenin and favors
its nuclear translocation. In these circumstances, -catenin acts
as a survival factor against detachment-related cell death (26,
29). Also, it is known that GSK3 is a regulator of EC
proliferation and anoikis (18).
As a part of the interest of our laboratory on the study of
endothelial protective mechanisms (4–6), the hypothesis was
raised that JAK2/STAT inhibition may have relevant protec-
tive effects on cells permanently exposed to stress, of which
EC are a paradigm. Preliminary evidence from our laboratory
has shown that JAK2/STAT inhibition strongly protects EC
against oxidative damage (24). However, no data are available
to date on the effects of JAK2/STAT inhibition on other types
of injury involving EC. The advent of highly specific JAK2/
STAT inhibitors provides a useful tool for examining this
pathway (1, 11, 30).
The present study was aimed to analyze the hypothesis that
specific JAK2/STAT inhibition induces significant changes in
EC viability and to identify the mechanisms involved. Specific
attention was dedicated to the study of protection of EC against
detachment-related death, i.e., anoikis. A set of mutually re-
lated mechanisms with known endothelial protective proper-
ties, namely, -catenin levels and active -catenin transloca-
tion, platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1)
expression, AKT phosphorylation, and potential apoptotic ac-
tivators and inhibitors were examined.
MATERIALS AND METHODS
EC Culture
Bovine aorta EC (BAEC) and human umbilical vein EC (HUVEC)
were obtained, characterized, and cultured as described (3, 4), in
accordance with the Guiding Principles for Research Involving Ani-
mals and Human Beings of the American Physiological Society (6).
BAEC were used as the primary experimental source, and HUVEC
were employed for complementary confirmatory experiments.
EC Challenge
The use of confluent, monolayer, or detached conditions was a
critical point of this investigation. Confluent EC were submitted to
either serum deprivation or cell detachment and suspension culture. In
all cases, vehicle alone (DMSO 0.1%), AG490 (Calbiochem, Bar-
celona, Spain), a tyrosine kinase-blocking inhibitor of JAK2 (11, 22,
27) or its control, and the structurally related non-JAK/STAT inhibitor
AG82 (Calbiochem, Barcelona, Spain) were added 45 min before the
experimental maneuvers were performed. The Src family protein
kinase inhibitor PP2 (10 mol/l, Calbiochem) was also used. Cell
viability was assessed by lactate dehydrogenase release (LDH), as
described (6). DNA fragmentation (DNA ladder) of EC in agarose
gels was used for further characterization of the apoptotic changes, as
described (16). Conventional hematoxylin and eosin staining was used
to obtain cell images under the different treatments.
Detached Cell Survival and Reseeding Assays
For triggering detachment-related cell death, after pretreatment,
BAEC were removed from the culture plates with trypsin-EDTA and
resuspended in 1% FBS medium. This small amount of FBS was
necessary to avoid additional damage due to serum starvation. Resus-
pended cells were seeded onto tissue culture plates coated with
poly-2-hydroxyethyl methacrylate (Poly-HEMA) (Sigma-Aldrich,
Madrid, Spain). An additional system was used as a comparative
control in selected experiments, i.e., BAEC were seeded into a spinner
flask (Integra Biosciences, Chur, Switzerland) coated with Sigmacote
(Sigma-Aldrich). At the times indicated, BAEC were harvested and
processed by flow cytometry, as described (6). Both treatments
prevented cell adhesion and hence induced anoikis.
For reseeding assay, BAEC cultured in suspension were allowed to
grow for 24 h onto Matrigel-coated plates (Matrigel; BD Transduction
Laboratories, Madrid, Spain) as described (6). BAEC were fixed,
stained with crystal violet, and microphotographed. Cells were
counted on 10 randomly chosen high-power fields by two independent
observers blinded for the type of specific experiment.
Studies on -Catenin and PECAM-1
-Catenin and PECAM-1 (also known as CD31) levels were
assessed by Western blot on total and/or nuclear proteins, using
specific antibodies (-catenin, BD Transduction Laboratories;
PECAM-1, R&D Systems, Minneapolis, MN). -Tubulin was used as
loading control as described (6).
Further assessment of -catenin and PECAM-1 was performed by
confocal immunofluorescence. For this purpose, cells grown on glass
coverslips were fixed with Merckofix (Merck, Barcelona, Spain),
permeabilized (0.2% Triton X-100, 15 min), and incubated in PBS
with 1% bovine serum albumin. Slides were incubated overnight with
the primary antibodies, washed (PBS, 5 min, 3), and incubated with
a specific secondary antibody coupled to FITC (Sigma-Aldrich). For
visualization of nuclei, cells were incubated for 45 min with pro-
pidium iodide. Confocal images were obtained with a Confocal
System TCS SP20 (Leica, Madrid, Spain). Image quantitation was
done by means of the program Image J (National Institutes of Health,
Bethesda, MD). Ten randomly selected high-power fields were used
for each quantitation.
A -catenin/TCF activity reporter assay was performed to assess
-catenin functionality. For transfections, cells grown to 60–80%
confluence were transfected with 20 ng of pTK-Renilla (Promega,
Madrid, Spain) and 200 ng of either pTOPFLASH (Top) or pFOP-
FLASH (Fop) containing multimerized wild-type and mutated Lef1/
Tcf binding sites, respectively, fused to a luciferase reporter gene (a
gift of H. Clevers; University Hospital, Utrecht, The Netherlands).
Transfections (4-set duplicates, 6 h) were performed with lipo-
fectamine (Gibco, Madrid, Spain). BAEC were treated in the pres-
ence/absence of AG490 for 24 h, and afterward, luciferase and Renilla
activities were measured using the Dual Luciferase Reporter Kit
(Promega). When needed, 400 ng of activator plasmid encoding a
metabolically stabilized -catenin S33Y (a gift of A. Ben Ze’ev;
Weizmann Institute, Rehovot, Israel) were added as indicated. DNA
quantities were normalized with empty pCI-neovector. To analyze
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whether the increased -catenin was active, additional experiments
were performed employing a specific antibody against the active form
of -catenin, dephosphorylated on Ser47 or Thr41 (Upstate, Lake
Placid, NY).
Transient Transfections
Different plasmids were transfected in BAEC using a CaCl2-based
method. Briefly, BAEC were grown near confluence (80–90%). The
optimal transfection was achieved at a CaCl2-to-DNA ratio of 6
mmol/l to 10 g/ml, respectively; the CaCl2-DNA complex was
performed in HBS buffer [21 mmol/l HEPES, 0.14 mol/l NaCl, 5.5
mmol/l D()-glucose, 50 mmol/l KCl, 1.32 mol/l Na2HPO4 at pH
7.1]. The transfection mix remained for an additional 6 h; then, BAEC
were washed with PBS (2), and growth medium was added until
confluence was reached (48 h). Cell challenge was performed as
described above. To evaluate transfection efficiency, all assays were
also transfected using pEGFP-N1 vector (BD). Transfection efficiency
was 50% in all cases.
A wildtype form of JAK2 (pBOS-HAJAK2) and a kinase domain
mutant of JAK2 (pBOS-HAdkJAK2) (a gift from Dr. Dwayne L.
Barber, Ontario Cancer Institute, Toronto, Canada) were used. For
-catenin transfection, a wildtype form of -catenin in a pCINeo
vector was used (a gift of A. Ben Ze’ev; Weizmann Institute, Rehovot,
Israel). In all cases, an empty vector was employed as control.
Electrophoretic Mobility Shift Assay
Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) was employed to
further ascertain the specificity of the effects of AG490. EMSA was
performed using nuclear proteins (8 g) and different consensus
oligonucleotides (dsDNA, 0.5 ng) labeled with [-32P]dATP in bind-
ing buffer 1. Poly(dI-dC) was included as a competitive DNA. After
incubation, samples were separated by acrylamide-bisacrylamide gels.
Dried gels were exposed to X-Omat films. Commercial oligonucleo-
tides of STAT3 and TFII were used (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA). Vascular endothelial growth factor (VEGF, R&D Sys-
tems) was used as a positive control of STAT3 nuclear binding (31).
Analysis of Protective and Apoptotic Pathways
BAEC protective pathways were analyzed by Western blot, using
rabbit polyclonal anti-Bax (Santa Cruz Biotechnology), mouse mono-
clonal anti-Bcl2 (BD Transduction Laboratories), rabbit polyclonal
anti-phospho-AKT (Ser473) and phospho-GSK3/ (Ser21/9) and their
respective loading controls, anti-AKT and anti-GSK3 (Cell Signal-
ing Technology, Beverly, MA). Specific antibodies against JAK2 and
phospho-JAK2 and against STAT1, STAT3, STAT5, and STAT6 and
their respective phosphorylated forms and loading controls were also
used (Cell Signaling Technology). Caspase-3 activity was assayed on
confluent BAEC with caspase-3 fluorogenic substrate Ac-DEVD-
AMC (BD Transduction Laboratories). Activity was expressed as the
signal in a luminometer (exciting wavelength 380 nm, and emission
wavelength 440 nm).
Statistics
Results are expressed as means 	 SE. Unless stated otherwise,
each value corresponds to a minimum of five triplicate experiments.
Comparisons were done by ANOVA or paired or unpaired Student’s
t-test, when appropriate. Fisher and Scheffe´’s tests for multiple com-
parisons were used to determine the P value, which was considered
significant at 0.05. The statistical analyses were performed with the
Windows SPSS 10.0 package (SPSS, Chicago, IL).
RESULTS
For facilitating their visualization, results have been grouped
in experiments involving either attached or detached EC.
Experiments on Monolayer, Attached EC
Endothelial cytoprotection by JAK/STAT inhibition. Treat-
ment with the specific JAK2 inhibitor AG490 protected con-
fluent monolayer BAEC against serum deprivation (Fig. 1).
This effect was significant from the 10 mol/l concentration. A
similar effect was obtained by incubating confluent HUVEC
with AG490 (50 mol/l) (%relative cell death with respect to
100% control: 69.5 	 5.7%, P  0.02). The 50 mol/l
concentration was henceforth used for examining specific
points.
A first, fundamental issue was to assess the specificity of the
effect of AG490 on the JAK/STAT pathway in BAEC. Such
specificity was supported by the results of several experiments:
Fig. 1. Cytoprotective effect of AG490 on
monolayer endothelial cells (EC). EC damage
as induced by FBS depletion on confluent
monolayer bovine aorta endothelial cells
(BAEC) treated with fresh medium (FM) and
FM  AG490 at different concentrations.
Cell damage was assessed by lactate dehy-
drogenase (LDH) release at 48 h (top: *P 
0.05 and **P  0.01 with respect to the
baseline, n 
 6 triplicate experiments). FM
alone was considered as 100% cell death.
Phenotypic characteristics of BAEC pro-
cessed in the same experimental conditions as
above are shown at bottom (hematoxylin and
eosin, 400). All wells were seeded with the
same amount of cells. As can be seen, the
integrity of the cell layer increases directly
with AG490.
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1) the inhibition of serum deprivation-induced JAK2 phosphor-
ylation by AG490 (Fig. 2A); 2) the abolition of VEGF-induced
STAT3 DNA binding (EMSA) (data not shown); 3) the inhi-
bition of STAT3 and STAT6 phosphorylation by AG490 (Fig.
2B); and 4) the absence of EC protection by the structurally
similar compound AG82, which is devoid of JAK2 inhibitory
activity [relative cell death with respect to 100% in control
cells: 97.5 	 2.1%, P 
 not significant (NS) with respect to
control cells]. These results were completed by experiments
done in detached conditions (see below).
Changes in -catenin and PECAM-1. On the basis of pre-
vious evidence (2, 29), the hypothesis was raised that treatment
with AG490 could act on the levels and distribution of -cate-
nin. As shown in Fig. 3A, AG490 induced a marked increase in
total and nuclear -catenin. The increase of nuclear -catenin
persisted in BAEC pretreated with AG490 and lately cultured
in suspension (see below). Additional experiments were done
to more specifically assess whether the -catenin accumulated
in the nuclear extract corresponded to the active form. By
means of an specific antibody, we found that treatment with
AG490 induces nuclear accumulation of the active, dephos-
phorylated form of -catenin (Fig. 3A, lane 3, left). When the
-catenin signal was further examined by confocal micros-
copy, treatment with media 20% FBS induced a marked
increase of -catenin, either at the intercellular junctions,
cytosol, or nucleus (Fig. 4A). Treatment with AG490 induced
changes in -catenin with a pattern similar to that of 20% FBS,
including redistribution to the nucleus. BAEC treated with
fresh medium (FM) alone had markedly less amounts of
-catenin, which was located only at the intercellular junctions
(Fig. 4A, detail). By comparison, the GSK3 inhibitor LiCl
favored the localization of -catenin to the nucleus as well as
an increase of lesser magnitude in both cell junctions and
cytoplasm (Fig. 4A).
At this point, the relevant question was to know whether the
increase in nuclear -catenin under the effect of AG490 was
functional. As shown in Fig. 3B, AG490 induced a significant
increase (1.95 	 0.2 times, P  0.01) of TOP/FOP activity,
comparable with the levels obtained after -catenin transient
transfection (2.28 	 0.2 times, P  0.01). Additionally, the
combination of -catenin transfection with AG490 treatment
Fig. 2. AG490 effects on JAK2/STAT pathway. A: Western blot analysis of
phosphorylated JAK2 from total lysates of confluent, monolayer EC, treated
with FM or AG490 (50 mol/l) for times indicated. Total JAK2 was used as
loading control. B: Western blot analysis of the phosphorylation state of
different STAT proteins. Lysates were obtained from confluent monolayer EC
treated with FM 20% FBS, FM alone, or FM AG490 (50 mol/l) for 24 h.
Respective total STAT antibodies were used as loading control.
Fig. 3. Changes in total and nuclear -catenin and -catenin transcriptional
activity under the influence of AG490. A: Western blot of nuclear and total
-catenin extracted from BAEC pretreated with FM  20% FBS, FM alone,
or FM  AG490 (50 mol/l) for 24 h. To further identify the activation of
-catenin, an antibody against active -catenin, i.e., dephosphorylated on Ser37
or Thr41, was also employed, and the intensity of the bands was quantified with
respect to -tubulin and displayed. -Tubulin was used as loading control. B:
-catenin/Tcf activity assay using TOP/FOP luciferase reporter in EC treated
with FM or FM  AG490 (50 mol/l). Bars denoted as -cat indicate
cotransfection with a plasmid with the -catenin sequence for overexpression
(*P  0.05 with respect to equal condition of FM; **P  0.01 with respect to
the first bar, and P  0.05 with respect to second and third bars). -P,
dephosphorylated.
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promoted a synergistic activation of TOP/FOP activity. Col-
lectively, all these data indicate a functional role for the
translocation of -catenin observed in this system after AG490
treatment.
A marked increase in PECAM-1 was observed under the
same conditions of the -catenin changes (Fig. 4B). This
increase was further confirmed by Western blot (data not
shown).
Additional Western blot studies were performed to further
characterize the effects of JAK2 inhibition by AG490.
These studies suggest that, at least in baseline conditions,
AG490 may improve BAEC resistance by means of AKT
rather than by other anti-apoptotic proteins, as follows. 1) A
significant increase in AKT protein was observed (4.5 	
0.3-fold increase in AG490 with respect to FM, P  0.05).
2) No significant changes were found in the Bcl2/Bax ratio
(FM 1.00 	 0.18 vs. AG490 1.19 	 0.21, P 
 0.07, n 
 5).
In the same regard, no changes by AG490 were detected on
caspase-3 activity (FM 100 	 8.1 vs. AG490 113.91 	 17.3
arbitrary units, P 
 NS).
Experiments in Detached Conditions
Because EC survival is critically dependent on cell-matrix
and cell-cell adhesion (23), a set of experiments was performed
to assess the role of JAK2 pathway inhibition in cell death
related to disrupted adhesion and culture in suspension.
A clear-cut protective effect of JAK2 inhibition was evident
on BAEC cultured in suspension. BAEC were pretreated with
FM containing no FBS or 20% FBS or FM  AG490 at 50
mol/l. As shown in Fig. 5A, pretreatment with AG490 in-
duced a marked increment in BAEC viability at different times
after detachment. Furthermore, inhibition of apoptotic death in
detached cells was assessed by examining DNA degradation.
As shown in Fig. 5B, treatment with AG490 blocked DNA
laddering, thus indicating that inhibition of apoptosis was an
important component of AG490-induced protection against the
effects of detachment.
The specific role of JAK2 inhibition was further ascer-
tained by assessing cell death in BAEC transfected with a
mutant dominant negative of the JAK2 kinase domain (a gift
of Dr Dwayne L. Barber, Ontario Cancer Institute, Toronto,
Canada). As seen in Fig. 5C, cell death was significantly
inhibited in BAEC transfected with deficient kinase JAK2
against wildtype JAK2 or empty vector. This can be con-
sidered a gold standard of JAK2 inhibition and supports the
attribution of AG490 effects to JAK2 blockade. From here
on, and because of the more direct feasibility of the exper-
iments, the studies on mechanisms have been done mostly
Fig. 4. A: immunofluorescence of -catenin, as
visualized by confocal microscopy. Confluent EC
grown on glass coverslips were treated with FM,
FM  20% FBS, FM  AG490 (50 mol/l), or
FM LiCl (20 mmol/l) (positive control) for 24 h.
Images show whole cell -catenin localization
with differentiated nuclear contrast (400). De-
tailed images of cells treated with either FM or
AG490 are shown without using nuclear contrast,
for illustrating nuclear translocation of -catenin.
Nuclear staining has been omitted, to improve
visualization of the -catenin B: immunofluores-
cence of platelet endothelial cell adhesion mole-
cule-1 (PECAM-1). The same treatments as in A
were employed, except for LiCl.
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using AG490 rather than JAK2 kinase domain dominant
negative transfection.
Because of the putative effects of AG490 on the Src path-
way, further experiments were done to analyze the possible
participation of Src in the observed protective actions against
detachment-related cell death. These experiments showed no
effect of the Src inhibitor PP2 on the survival of detached
BAEC, as follows: %cell death after 8 h of suspension culture,
FM 32.9 	 5.7 vs. PP2 35.1 	 6.2 (n 
 4, P 
 NS).
The effect of AG490 was not only relevant to BAEC
damage, as assessed by flow cytometry, but was also function-
ally significant in terms of the BAEC growth capability in
reseeding (Fig. 6). Pretreatment with AG490 (50 mol/l)
induced a marked increase in the yield of reseeding on Matrigel
after culture in suspension (no. of cells 7.8 	 1.2, 9.4 	 0.8,
and 12.3 	 1.1 times higher in AG490-treated samples after 8,
24, and 48 h, respectively; all P  0.001 with respect to
vehicle-treated controls, n 
 5, triplicate experiments).
With regard to the mechanisms involved in the increased
survival in suspension after JAK2/STAT inhibition, the find-
ings in detached BAEC were in agreement with the results
obtained in monolayer BAEC. As shown in Fig. 7A (top),
nuclear -catenin levels are increased in BAEC pretreated with
AG490 and lately cultured in suspension compared with FM or
20% FBS. This result posed the question of whether the
increased -catenin has a significant role in improving BAEC
survival in detached conditions. This issue was examined by
transfecting BAEC with a plasmid that increases the expression
of -catenin. In these conditions, a marked increase in de-
tached BAEC survival was observed. (Fig. 7B), thereby sup-
porting the importance of -catenin as a major mechanism.
Additional experiments were done to further ascertain the
putative mechanisms of the AG490 protective effects in non-
adherent cells. As can also be seen in Fig. 7A, meaningful
effects of AG490 treatment were found on the following
potentially protective mechanisms: 1) higher levels of total
AKT; 2) increased levels of phosphorylated AKT, i.e., acti-
vated AKT; and 3) increased levels of phosphorylated GSK3,
i.e., inactivated GSK3.
DISCUSSION
Our results provide the first evidence of the potent endothe-
lial cytoprotective effect induced by specific inhibition of the
JAK2/STAT pathway. Actually, a singularly important lethal
process, i.e., detachment-related cell death, is significantly
blocked by pretreatment with the specific JAK2 inhibitor, the
tyrphostin AG490, and specifically confirmed by transfection
of a JAK2 dominant negative. This effect is accompanied by an
increase and redistribution of -catenin, and by higher levels of
total and active phosphorylated forms of a key defensive
protein, AKT. Furthermore, the present experiments reveal that
a series of mechanisms are activated on JAK2/STAT inhibi-
tion.
Although the mechanistic distinction between apoptotic and
necrotic forms of cell death is not a central issue of the present
investigation, our results, using both DNA laddering and LDH
release, indicate that AG490 exerts protective effects on both
types of EC elimination. In this regard, the relevant point is that
JAK2/STAT inhibition protects BAEC against death triggered
by either serum deprivation or detachment.
In BAEC, -catenin acts both as a vascular endothelial
(VE)-cadherin-associated protein in the adherens junction
complex and also as a transcriptional activator; the latter role is
mediated through its interaction with members of the TCF/Lef
family of transcription factors in Wnt signaling (14, 26, 29). In
adherent nonstimulated cells, -catenin is localized to the
adhesion complexes; simultaneously, its cytoplasmic levels are
kept low, by association with other proteins, e.g., adenomatous
poliposis coli (APC) or GSK3, which drive cytoplasmic
-catenin to proteasome-mediated degradation. The mecha-
nisms identified in the present study are time related to the
protective effect of JAK2 inhibition by AG490. Changes in
Fig. 5. Protective effect of JAK2 inhibition on EC detachment-induced cell
death/anoikis. A: cell death progression in EC cultured in suspension after
pretreatment (24 h) with FM, FM with 20% FBS, or FM AG490 (50 mol/l)
as assayed by flow cytometry (*P  0.01 with respect to the 20% FBS and
AG490 curves and **P 0.02 with respect to the 8-h point of 20% FBS curve,
n 
 5 triplicate experiments). The curves correspond to 5 experiments run in
parallel. In all the samples, the same concentration of vehicle (DMSO, 0.1%)
was used. Time 0h corresponds to the moment of cell detachment. B: DNA
ladder from EC, treated as described in Fig. 4A. DNA was extracted at
indicated times in suspension culture and run in low-melting agarose gel. C:
cell death analysis measured at 8 h of suspension culture in EC transfected with
plasmids encoding a wildtype form of JAK2 (JAK2 WT), a kinase-deficient
form of JAK2 (JAK2 DK), or the empty vector (*P  0.01 with respect to the
other conditions).
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Fig. 6. Effect of AG490 on reseeding efficacy of EC after different times of culture in suspension. EC were pretreated with FM, FM  20% FBS, or FM 
AG490 (50 mol/l) for 24 h and cultured in suspension for the times indicated, as described in MATERIALS AND METHODS. Thereafter, EC were collected and
reseeded on 12-well plates coated with Matrigel. EC were allowed to grow for 24 h, fixed, stained with crystal violet, and microphotographed (100).
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quantity and distribution of -catenin, but especially the dem-
onstration of the nuclear localization of its active dephospho-
rylated form, and the presence of -catenin-dependent tran-
scriptional activity support a significant role of this protein in
the BAEC protective effects; in fact, the pattern found is
coincident with that described in death-resistant hemangio-
ma-derived cell lines (17).
Our results involving PECAM-1 are of importance concern-
ing the -catenin increase and redistribution to the nucleus.
Accordingly, as found by Biswas et al. (2), PECAM-1 is
determinately associated with protection from degradation and
with increased nuclear -catenin. In consequence, the simul-
taneous increase of PECAM-1 and -catenin accompanying
JAK2 inhibition is compatible with the existence of an opera-
tional sequence of BAEC protection. Of specific interest, our
data go beyond the existing information, all in adherent BAEC,
and provide a first piece of evidence on the relationship of
-catenin with the fate of BAEC in suspension. The present
results strongly suggest that activation and nuclear transloca-
tion of -catenin can be key elements of survival after detach-
ment.
In resting cells, GSK3 is highly active, and in growth factor
deprivation conditions, GSK3 activation is able to increase
EC apoptosis (18). Conversely, inhibition of GSK3 signaling,
mainly through phosphorylation, protects cells from apoptosis
under conditions of mitogen deprivation and regulates cell
death by anoikis (18). Inhibition of GSK3 activity results in
blockade of -catenin phosphorylation and subsequent stabili-
zation of cytoplasmic -catenin, which eventually translocates
to the nucleus (8). Our results showing increased levels of
phosphorylated GSK3 in BAEC maintained in suspension
after pretreatment with AG490 are inversely related to the
increase in -catenin observed in the same circumstances.
Since results showing protective effects of GSK3 inhibi-
tion have been previously published (18), we focused our
studies only on the comparison of -catenin patterns of re-
sponse to LiCl and AG490. In this setting, relevant similarities
concerning -catenin turnover were detected. In fact, the in-
creased phosphorylation of GSK3 and -catenin increase and
translocation under the effect of AG490 are hereby newly
described.
Of specific interest, pretreatment of BAEC with AG490
induced a major increase in survival of detached BAEC. This
effect was even stronger than that obtained by means of growth
factor-rich media, i.e., 20% FBS, and had significant conse-
quences on BAEC reseeding. In fact, no reliable pharmacolog-
ical tools are available to both prolong life of detached BAEC
and enhance their reseeding efficacy, as done by means of
AG490. This result can have several practical applications in
the field of EC protection.
In terms of mechanism, a strong support for the protective
role of -catenin in the present conditions was provided by the
results obtained in -catenin-transfected BAEC; these cells had
a markedly higher survival capability than their empty vector
counterparts. To the best of our knowledge, this is the first
demonstration that increased -catenin has a relevant role in
prolonging life of BAEC detached from the endothelial mono-
layer. Furthermore, our results indicate that at least one well-
known protective pathway, i.e., PI3K/AKT, is persistently
activated in detached conditions under the influence of AG490.
The actual functionality of this activation needs further study,
by analyzing specific targets of PI3K/AKT activation. On the
contrary, the data obtained in the presence of the Src inhibitor,
PP2, suggest the absence of a relevant involvement of the Src
pathway in BAEC death after detachment and therefore make
improbable any possible role of Src inhibition in the effects of
AG490. Moreover, it should be noted that the Src inhibitory
capability of AG490, albeit in a different experimental system,
appears to be rather weak (25).
The present results provide a set of new findings, with
relevant potential in terms of practical applications. The
strength of the protective effect of JAK2 inhibition against
diverse injuries, and particularly against cell detachment-in-
duced death, is particularly valuable.
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FM  20% FBS, or FM  AG490 (50 mol/l) for 24 h and cultured in
suspension for the times indicated. The images shown correspond to samples
extracted in 1 typical experiment of 5 with similar results and corresponding to
the experiments shown in Fig. 4A. B: cell death measured at 8 h of suspension
culture. BAEC were transfected with plasmids encoding a wildtype form of
-catenin or the empty vector (*P  0.01 with respect to the other condition).
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Papel del VEGF en la respuesta celular a la
agresión
M. V. Álvarez-Arroyo, S. Yagüe, F. R. González-Pacheco, M. A. Castilla, Y. Suzuki, S. Jiménez, J. J. P. Deu-
dero, F. Neria, L. Velasco y C. Caramelo
Laboratorio de Nefrología e Hipertensión. Clínica de la Concepción. Instituto Reina Sofía de Investigación Nefrológica (IRSIN). Madrid.
El factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) es un potente mediador angiogénico endote-
lial con capacidades multifuncionales1,2. Reciente-
mente, trabajos de varios laboratorios, han resaltado
la función del VEGF como factor de viabilidad en-
dotelial3, 4. La integridad y viabilidad endotelial es
fundamental en múltiples situaciones, incluyendo
entre otras la isquemia/reperfusión, neoplasia, infla-
mación, perfusión de órganos destinados al trasplan-
te, shock y reendotelización de superficies denu-
dadas5. El VEGF actúa a través de la unión a
receptores específicos de membrana con actividad ti-
rosina quinasa (VEGFR1 y VEGFR2) y al receptor
complementario neuropilina2. La unión del VEGF a
cada uno de sus receptores da lugar a la activación
de varias vías de señalización, siendo el receptor
VEGFR2 el más importante desde un punto de vista
funcional1,2,4. El mecanismo de señalización intrace-
lular del VEGF, aunque aclarado solo en forma par-
cial, involucra: fosforilación de al menos 11 proteí-
nas, incluyendo fosfolipasa Cγ (PLCγ) y proteínas
asociadas, proteínas del aparato de adhesión, fosfa-
tidil inositol 3 quinasa (PI3K), pico transitorio de Ca2+
libre citosólico (Ca2+i), activación de MAPK (proteí-
nas kinasa activadas por mitógeno), incluyendo ERKs,
JNKs, y p38, y producción de óxido nítrico (NO)4, 6.
El control de la expresión del gen del VEGF ocurre
tanto a nivel pre como post-transcripcional1, 2. Los
cambios en la tensión del O2 son el mecanismo esen-
cial en la regulación transcripcional del VEGF, a tra-
vés de la inducción del factor inducido por hipoxia
1(HIF-1). Varias citoquinas y factores de crecimiento
pueden regular este gen, a su vez se han observado
diferencias en la expresión del gen cuando las célu-
las están sometidas a agentes agresores.
VEGF Y VIABILIDAD ENDOTELIAL
Las propiedades citoprotectoras del VEGF exóge-
no sobre las células endoteliales (CE) descritas hasta
ahora incluyen la expresión de las proteínas antia-
poptóticas bcl-2 y survivina, la prostaciclina, NO y
el papel de la vía PIK3K/Akt7-9. La proteína anti-
apoptótica bcl-2 regula la apertura del poro mito-
condrial de permeabilidad transitoria inhibiendo la
salida del citocromo c al citosol. La proteína Akt in-
hibe la apoptosis a través de su interacción con cas-
pasa 9, su regulación de NFKB (nuclear factor-kappa
B) y su actividad inhibitoria de p38MAPK (impor-
tante modulador del programa proapoptótico en
CE)7, 10, 11. A su vez, Akt es responsables, en parte,
de la producción de NO por VEGF, a través de la
fosforilación en Ser/Tre de la NO síntasa endotelial
(eNOS)12, 13.
Bajo ciertas condiciones, la exposición de las CE
a especies reactivas de oxígeno (H2O2), al desorga-
nizador de los filamentos de actina citocalasina D
(CyD), a la disrupción de las uniones interendote-
liales, o al medicamento inmunosupresor ciclospo-
rina A (CsA), resulta en un efecto protector signifi-
cativo sobre la apoptosis producida por la depleción
de suero fetal bovino (estudiada por fragmentación
del ADN, citometría de flujo con yoduro de propi-
dio, activación de caspasa 3 y/o cambios en el po-
tencial de membrana mitocondrial); por el contrario,
concentraciones más altas de estos agentes son cla-
ramente tóxicas para el endotelio14, 15. Además, las
CE pretratadas con dosis protectoras de CsA produ-
cen tolerancia a dosis sucesivas más elevadas y tó-
xicas de esta droga inmunosupresora respuesta adap-
tativa)16. El interés específico de la respuesta
adaptativa radica en que permitiría plantearse un
precondicionamiento de los pacientes con dosis me-
nores de esta droga, con la finalidad de reducir los
efectos secundarios indeseables de su utilización
crónica. El hecho de que la CsA, la CyD y el H2O2
produzcan ambos efectos citoprotector y tóxico en
las CE dependiendo de concentración podría estar
relacionado con la estimulación de mecanismos pro-
tectores a bajas concentraciones, como el VEGF, que
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son desbordados por la toxicidad producida por
dosis más elevadas de estos agentes agresores. Esto
se ha demostrado al comprobar que la utilización
de un anticuerpo bloqueante de los efectos del VEGF
hace que el efecto citoprotector de estas sustancias
desaparezca, potenciándose drásticamente su toxici-
dad endotelial14-16. 
El papel citoprotector del VEGF autocrino está en
parte relacionado con su sobrexpresión génica. En
datos de nuestro Laboratorio, observamos que la ex-
presión y síntesis autocrina del VEGF aumenta cuan-
do las CE se tratan con CyD o H2O2, pero no cuan-
do se tratan con CsA14-16.
Los resultados obtenidos anteriormente nos lle-
varon a profundizar en el estudio de: los mecanis-
mos de acción de la CsA, desde el punto de vista
de su relación con el VEGF. En linfocitos, la CsA
se une e inhibe una proteína citoplasmática que es
una isopropil-propril isomerasa, la ciclofilina (CyP).
El complejo formado por CsA-CyP se une e inhibe
una fosfatasa, la calcineurina (Cn); la Cn desfosfo-
rila al factor nuclear activador de las células T
(NFAT), que migra al núcleo favoreciendo la acti-
vación génica de las linfoquinas esenciales para la
proliferación de células T. No está establecido, sin
embargo, sí los efectos tóxicos de la CsA sobre el
endotelio se deben a su unión a CyP o a Cn. En
experimentos empleando análogos de la CsA
(MeVal-4-CsA, Meile-4-CsA) que unen CyP pero no
inhiben Cn (testados por la incapacidad de blo-
quear la unión del NFAT a proteínas nucleares), se
ha podido establecer por primera vez que los efec-
tos citoprotectores y citotóxicos de la CsA en el en-
dotelio implican una vía independiente de la unión
a Cn16.
Con relación a los mecanismos de transmisión de
señal del VEGF, observamos que CE pretratadas con
concentraciones citoprotectoras de CsA o MeVal-4-
CsA durante 24 h presentan un aumento del pico
transitorio de Ca2+i producido por VEGF significati-
vamente mayor que las CE no preincubadas con
estas drogas16. A su vez, el efecto protector aumen-
ta cuando las CE se les trata conjuntamente con CsA
y VEGF exógeno. Por último el efecto protector de
la CsA y sus análogos desaparece cuando las CE se
preincuban con un anticuerpo bloqueante de los
efectos del VEGFR2 16. El VEGFR2 se incrementa sig-
nificativamente cuando las CE se tratan con CsA y/o
sus análogos tanto a dosis tóxicas, como protecto-
ras, y en la respuesta adaptativa de esta droga16. Se
observan resultados similares con otros agentes agre-
sores, como por ejemplo el H2O2 (Gonzalez-Pache-
co y cols., datos no publicados). Estos resultados su-
gieren consistentemente que el nivel de expresión
de VEGFR2 constituye un punto de control princi-
pal del papel del VEGF en los efectos de la CsA en
el endotelio.
Para analizar los mecanismos por el cual VEGF
ejerce su acción protectora, la utilización de un in-
hibidor de PI3K (LY294002) bloquea el efecto pro-
tector de la CsA sobre la apoptosis provocada por
una depleción de suero fetal bovino en CE CsA
(Yagüe y cols, datos no publicados). A su vez el
LY294002 bloquea el incremento en la expresión del
VEGF en CE tratadas con H2O2 (González-Pacheco
y cols., datos no publicados) y el incremento de
VEGFR2 en CE tratadas con CsA (Álvarez-Arroyo y
cols., datos no publicados). Estos resultados confir-
man y amplian a la regulación del VEGF endógeno
y su receptor VEGFR2 el papel de la vía PI3K en la
citoprotección por VEGF. Tanto el VEGF, como la
CsA provocan un aumento en la producción de NO
y una estimulación de la eNOS, datos observados
por otros autores y confirmados por nosotros. Sobre
esta base, es posible que el NO contribuya al efec-
to protector de la CsA y otros agentes agresores sobre
el endotelio, lo que se confirma en la observación
de que la protección endotelial debida a bajas con-
centraciones de esta droga desaparece en presencia
de un inhibidor de la formación de NO (L-NAME)
(datos no publicados). En conjunto, los resultados
que describimos abren un nuevo camino en el es-
tudio de las bases celulares de la toxicidad endote-
lial ante la agresión y, por consiguiente, pueden
contribuir a posibles soluciones del problema. La ca-
racterización del papel de la CyP y su relación con
el VEGFR2 aporta una base experimental a aspectos
en los que las interpretaciones existentes hasta la ac-
tualidad se basaban en extrapolaciones de los co-
nocimientos obtenidos en linfocitos, y que como se
ve, no son totalmente válidas en las CE.
Como corolario a los resultados anteriores, una de
las preguntas que nos planteamos es si el papel del
protector del VEGF ante la agresión es un efecto es-
pecífico del endotelio, o si puede extenderse a otros
órganos diana de la acción de la CsA, como los tú-
bulos renales17. Trabajos recientes han demostrado que
la administración exógena del VEGF protege al riñón
del daño tubular producido por CsA18. Estos estudios
se basaron en la hipótesis de que la afectación tubu-
lar provocada por la CsA sea secundaria a daño
de los capilares peritubulares. Durante el último año
hemos obtenido resultados que demuestran que el
VEGF endógeno, in vivo e in vitro, tiene un papel re-
levante en la nefrotoxicidad provocada por la CsA y
que la inhibición del VEGF mediante un anticuerpo
bloqueante da lugar a una clara intensificación del
daño tubular19. Al igual que en el endotelio, confir-
mamos que existe una expresión basal de VEGF en
córtex renales de ratones controles y en células tubu-
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lares renales en cultivo controles. Esta expresión se in-
tensifica cuando los ratones y las células se tratan con
un agente agresor como la CsA19. Por tanto el VEGF
autocrino actúa como mediador de citoprotección en
otros tipos celulares diferentes al endotelio. 
VEGF, VIABILIDAD ENDOTELIAL Y PROTEÍNAS DE
CHOQUE TÉRMICO (HSPs)
Una parte considerable de las aplicaciones clíni-
cas derivadas de la inducción del VEGF como res-
puesta a la agresión están relacionadas con su
efecto protector3,14,4. El VEGF protege del estrés os-
mótico, de agentes tóxicos, de neoplasias, de pro-
cesos de isquemia/reperfusión, de la agresión far-
macológica y de la hipoxia5. En la mayoría de estos
procesos también se ha descrito un aumento de la
expresión y síntesis de una familia de proteínas pro-
tectoras, muy conservadas evolutivamente, amplia-
mente expresadas y muy abundantes en las células
de mamíferos, las HSPs20,21. En las células vascula-
res, se ha detectado inducción de las HSPs tanto en
procesos fisiológicos como patológicos, asociándose
esta inducción a un papel protector20,21.
Las HSPs se clasifican de acuerdo a su peso mole-
cular. Su función primordial es la de actuar como
«chaperones» (proteínas de acompañamiento de otras
proteínas en diversas circunstancias funcionales) en
condiciones fisiológicas y de estrés. La regulación de
las HSPs se lleva a cabo tanto a nivel post-transcrip-
cional como pretranscripcional y se encuentran regu-
ladas por factores transcripcionales específicos
(HSFs)22, 21. Se han descrito tres HSFs en los mamífe-
ros: HSF1, HSF2 y HSF4. El HSF1 y el HSF2 son
los más abundantes y están expresado ubiícuamente,
mientras que el HSF4 sólo se ha encontrado en ce-
rebro y pulmón22, 21. El HSF1 y HSF2 existen consti-
tutivamente en una forma libre en el citosol, y ante
situaciones de estrés son hiperfosforilados por miem-
bros de la familia de las MAPK como ERK1, SAP/JNK
y p38, formando un homotrimero que migra al nú-
cleo, donde se une a una región similar del ADN.
HSF1 y HSF2 difieren en los mecanismos de activa-
ción y en la respuesta transcripcional22, 21. Una de las
hipótesis sugerida por nuestro trabajo reciente es que
el endotelio, ante una situación de estrés, podría res-
ponder con un sistema de defensa unitario y poliva-
lente, en el cual se pondrían en juego una serie de
proteínas relacionadas entre sí, y controladas por el
VEGF, cuya finalidad sería restablecer de nuevo el
equilibrio. En términos de efecto celular, existen con-
siderables similitudes entre las HSPs y el VEGF: 1)
Ambos grupos de proteínas se expresan en los mis-
mos procesos fisiológicos y patológicos como res-
puesta defensiva de las células al estrés4,20. 2) Son re-
guladas a nivel transcripcional por NO, H2O2, meta-
les pesados, hipoxia, o análogos de aminoácidos 12,4.
3) Tanto el VEGF como las HSPs son claves en la re-
gulación de la apoptosis, inhibiendo la activación de
las caspasas y favoreciendo la síntesis de proteínas
antiapoptóticas como bcl-29,23-26. 4) La proteína qui-
nasa C delta (PKCd) regula la activación transcripcio-
nal del HSF y HIF1 por hipoxia, siendo la PI3K un
regulador de la translocación del PKCd27. 5) Ambos
grupos de proteínas pueden ejercer su función ac-
tuando como activadores o inhibidores de la trans-
cripción de genes. Todas estas circunstancias comu-
nes entre HSPs y VEGF apoyan nuestra hipótesis de
trabajo. La HSP90 es esencial para la activación del
HIF1 por hipoxia, pero además se asocia con la
eNOS, favoreciendo su fosforilación por PI3K/Akt12.
EL VEGF promueve la formación y estabilización de
este complejo multiproteico13. Se ha descrito la inter-
acción de la HSP70 con dominios de transactivación
de factores transcripcionales como el NFKB, que a su
vez está implicado en la regulación del VEGF y
VEGFR228. El NO, JNK y p38, que están implicados
en la estimulación de la HSP70 y HSP25/27 respec-
tivamente29, forman parte del mecanismo de señali-
zación del VEGF4, por lo que es plausible que el
VEGF pueda regular la HSP70 vía NO y/o JNK y la
HSP25/27 vía p38. La regulación de las HSPs por el
VEGF es un tema complejo, debido a las interaccio-
nes existentes entre ambos. Por ello, tanto la respuesta
protectora como tóxica a nivel endotelial de las HSPs
y el VEGF están sometidas a un fino equilibrio de-
pendiente de diferentes factores que pueden simultá-
neamente inducir la expresión de proteínas protecto-
ras y la muerte celular.
Resultados de nuestro laboratorio muestran que la
inhibición funcional de las HSPs mediante geldana-
micina potencia drásticamente la toxicidad de la CsA
y de los análogos de la CsA. Además, la CsA induce
un aumento en la síntesis de la HsP70 tanto a dosis
protectoras, como tóxicas. La importancia de este
hecho es evidente, dada la importancia de la HSP70
en el replegamiento de proteínas desnaturalizadas, en
su acción antiapoptótica y en la respuesta adaptativa
celular. Más aún, cuando las CE se preincuban con
un anticuerpo específico anti-VEGF, el incremento en
la síntesis de la HSP70 producido por dosis protec-
toras de CsA y/o análogos de CsA disminuye signifi-
cativamente. Como confirmación de estos hallazgos,
al tratar. CE con VEGF exógeno, se observa un au-
mento significativo de HSP70 (Álvarez-Arroyo, datos
no publicados). En el momento actual, el Laboratorio
de Nefrología-Hipertensión está estudiando los me-
canismos responsables de la interacción entre estos
dos mecanismos de defensa ante la agresión.
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Una visión colectiva de los resultados enunciados
indica que el VEGF cumple un papel singular en la
unificación de señales citoprotectoras en CE en si-
tuación quiescente y, por lo tanto, análoga a la que
existe en la pared vascular normal. Aunque predeci-
ble, la coordinación de los diferentes mecanismos ex-
puestos constituye el trasfondo de una respuesta que,
aunque posee una serie de elementos comunes, es
flexible y diferenciada para cada tipo diferente de
agresión. Basados también en los datos presentes, de-
bemos resaltar la notable complejidad de la respuesta
citoprotectora en un tipo de células que, como las
endoteliales, se encuentran en una posición anató-
mica particularmente accesible a la agresión. 
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La retirada brusca del tratamiento con eritropoyetina recombinante humana
(rHuEPO) en pacientes con insuficiencia renal crónica provoca la reaparición de
anemia. Sin embargo, los mecanismos de este fenómeno no se conocen suficien-
temente. El presente estudio examina la respuesta a la retirada brusca de rHuE-
PO en pacientes en hemodiálisis crónica (HD).
El estudio se realizó en 10 pacientes en HD que recibían habitualmente rHuE-
PO. La administración de rHuEPO se interrumpió durante 7 días, tras los cuales
se reinició. A los 0, 7 y 15 días, se midieron hemoglobina, hematocrito y el pa-
trón de maduración de los reticulocitos. Con el fin de determinar el papel espe-
cífico de la uremia en los fenómenos observados, se realizó un estudio comple-
mentario en 10 ratas Wistar tratadas con rHuEPO. Tras dos semanas con rHuEPO,
se retiró el tratamiento a la mitad de los animales mientras que se mantuvo en el
resto otra semana más Se determinaron hemoglobina, hematocrito y patrón de
maduración de reticulocitos.
Los cambios observados en los distintos subtipos reticulocíticos entre el día 0 y
el día 7 fueron los siguientes: reticulocitos totales: 18,2 ± 0,9 vs 14,3 ± 1,2%
(p < 0,05); alta fluorescencia (HFR): 2,6 ± 0,4 vs 0,75 ± 0,2% (p < 0,001); fluo-
rescencia media (MFR): 13,0 ± 1,1 vs 6,6 ± 0,9% (p < 0,02); y baja fluores-
cencia (LFR): 84,2 ± 1,4 vs 92,7 ± 1% (p NS). El nivel basal (día 0) se recupe-
ró a los 7 días de comenzar de nuevo la administración de rHuEPO (p NS). Los
valores de hemoglobina y hematocrito disminuyeron al final del estudio (día 14)
a pesar de reiniciarse la rHuEPO el día 7 (p < 0,02). Cambios similares se ob-
servaron en las ratas no urémicas.
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INTRODUCCIÓN
La rHuEPO es el recurso terapéutico más impor-
tante aparecido en los últimos 15 años para el tra-
tamiento de la anemia en la enfermedad renal1,2.
Durante la práctica diaria con pacientes de HD,
hemos observado que la interrupción brusca de la
administración de rHuEPO, una vez conseguidos los
valores hematológicos adecuados, lleva a una dis-
minución en los valores de hemoglobina y hemato-
crito en un espacio de tiempo inesperadamente
corto3. Con estos datos, una reducción progresiva de
rHuEPO sería preferible frente a la retirada brusca,
con el fin de atenuar la mencionada anemización.
La rHuEPO induce cambios relevantes en el patrón reticulocítico, provocando
una reducción de las formas inmaduras. Este cambio es independiente del estado
urémico del individuo y sugiere la conveniencia de no efectuar una retirada brus-
ca del tratamiento crónico con rHuEPO.
Palabras clave: Suspensión de eritropoyetina. Reticulocitos inmaduros. Hemo-
diálisis. Ratas normales. Detección del uso de eritropoyetina.
RETICULOCYTE RESPONSE AFTER IMMEDIATE WITHDRAWAL OF
RECOMBINANT HUMAN ERYTHROPOIETIN IN CHRONIC HEMODIALYSIS
PATIENTS
SUMMARY
The sudden interruption of recombinant human erythropoietin (rHuEPO) in end-
stage renal disease (ESRD) patients leads to rapid anemization. The mechanisms
of this phenomenon are, however, insufficiently understood. The present study exai-
ned the response to immediate rHuEPO withdrawal in dialysis patients.
Methods: 10 chronic hemodialysis (HD) patients regularly receiving rHuEPO
were studied. rHuEPO was stopped and reinitiated after 7 days. Reticulocyte pro-
file, haemoglobin and haematocrit were measured at 0, 7 and 15 days.
As a complementary study, and with the purpose of analyzying whether uremia
was a relevant factor, 10 non-uremic male Wistar rats were treated with rHuEPO.
After two weeks, rHuEPO was withdrawn in 5 animals, and continued for 7 ad-
ditional days in the remainder. The same variables than in the human study were
determined.
Results: Changes in reticulocyte subtypes from baseline to day 7 were: total
18.2 ± 0.9 vs 14.3 ± 1.8% (p < 0.06); high-fluorescence (HFR): 2.6 ± 0.4 vs
0,75 ± 0.2 (p < 0.001); medium-fluorescence (MFR): 13.0 ± 1.1 vs 6.6 ± 0.9%
(p < 0.02); and low-fluorescence (LFR): 84.2 ± 1.4 vs 92,7 ± 1% (p NS). The
baseline pattern was recovered upon 7 days of rHuEPO reinitiation (p NS). Mean
hemoglobin and hematocrit decreased by day 14 (p < 0.02) in spite of rHuEPO
reinitiation at day 7. In non-uremic rats, changes were similar to that in the ESRD
patients.
Conclusion: rHuEPO induces changes in the reticulocyte pattern, consisting in
a reduction of immature reticulocytes. These changes appear to be independent
of the presence of uremia. Accordingly, complete rHuEPO withdrawal in HD pa-
tients will cause a rapidly-developing anaemia due to an alteration in the reticu-
locyte maturation series; therefore, sudden rHuEPO interruption should be avoi-
ded whenever is possible. As a collateral application, the specific changes described
herein have potential use for detecting illegal administration of rHuEPO.
Key words: Erythropoietin withdrawal. Immature reticulocytes. Hemodialysis.
Normal rats. Detection of the illegal use of erythropoietin.
Sorprendentemente, apenas hay datos previos
sobre las bases patofisiológicas de este fenómeno;
incluso en el ámbito experimental, la información
disponible sobre el patrón eritropoyético tras la in-
terrupción de la terapia con rHuEPO es muy esca-
sa. Es este sentido, Piron y cols.4, en un estudio en
ratas, determinó que el cese del tratamiento con
rHuEPO llevaba asociado una posterior anemia se-
cundaria4. El presente estudio se diseñó con el fin
de examinar la respuesta a la retirada brusca de
rHuEPO en pacientes con enfermedad renal en es-
tadio final, mediante una herramienta sencilla, los
índices reticulocíticos. El estudio complementario
sobre ratas normales se realizó para comprobar la
validez de los hallazgos obtenidos en pacientes uré-
micos en condiciones no urémicas.
MATERIAL Y MÉTODOS
Protocolo con pacientes
Estudiamos 10 pacientes con enfermedad renal
en estadio terminal (hombre/mujer 5/5, edad media
65,7 ± 3 años) tratados en los últimos 6 meses, con
HD hospitalaria según pautas habituales. Todos
ellos presentaban valores de la cinética del hierro
dentro del rango aceptado en pacientes en HD, in-
cluyendo saturación de transferrina superior al 20%
y ferritina sérica entre 100 y 300 ng/ml. Ninguno
presentaba resistencia a la rHuEPO ni patología tu-
moral o inflamatoria. De manera habitual, todos
ellos recibían rHuEPO alfa (iv, dosis media 8.555
± 802 U/semana, 129,11 ± U/kg/semana, 2 ó 3
veces/semana) para el tratamiento de la anemia, al-
canzando niveles de hemoglobina o hematocrito
(35% y 11,5 g/dl respectivamente) que permitían la
retirada de la rHuEPO. Una vez obtenido el con-
sentimiento escrito, se interrumpió la rHuEPO. Una
vez obtenido el consentimiento escrito, se inte-
rrumpió la rHuEPO durante 7 días, tras los cuales
se reinició su uso a la misma dosis empleada an-
teriormente (ver esquema en la fig. 1). El estudio
se realizó a los días 0, 7 y 14, extrayéndose mues-
tras de sangre al comienzo de la sesión de diálisis
y analizándolas mediante el Automated Reticu-
locyte Analyzer Sysmex R-3500. Las muestras se
incubaron con Auramine O y se procesaron en ci-
tómetro de flujo convencional, siguiendo las ins-
trucciones del fabricante, previa validación en el
Laboratorio de Hematología (Soto y cols., datos sin
publicar). Este método permite distinguir tres pa-
trones de fluorescencia: reticulocitos de alta fluo-
rescencia (HFR), de media fluorescencia (MFR) y
de baja fluorescencia (LFR). Estos patrones corres-
ponden con el grado de maduración reticulocítica,
desde inmaduros (HFR) a intermedios (MFR) y ma-
duros (LFR)5.
Protocolo con animales
Para evaluar el posible papel de la uremia en los
resultados obtenidos en pacientes, estudiamos 10
ratas Wistar macho tratadas con 200 U/kg de rHuE-
PO alfa sc dos veces a la semana durante dos ses-
manas; tras este período, a 5 animales se les retiró
la rHuEPO mientras que se continuó en los restan-
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Fig. 1.–Esquema del protoco-




















tes durante otra semana más. Las mismas variables
determinadas en los pacientes se midieron en las
ratas a las 0 y 3 semanas, con excepción de los ni-
veles de eritropoyetina. La dosis de rHuEPO se es-
tableció mediante experimentos previos (100 a 250
U/kg p.c. de rHuEPO). Igualmente, la elección de
tres semanas de seguimiento se basó en datos pre-
vios del Laboratorio, que indicaron que para indu-
cir cambios significativos en los valores hematológi-
cos, dos semanas de tratamiento con rHuEPO son
mejores que una. El uso de animales frente a hu-
manos como control sano se decidió tanto por ra-
zones éticas como prácticas.
Medición de eritropoyetina
Los niveles de eritropoyetina se midieron mediante
un ELISA comercial (Quantikine IVD Erithropoietin,
R & D Systems).
Análisis estadístico
El análisis estadístico se realizó con el paquete
SPSS 10.0 (versión Windows). Una vez examinada
la normalidad de la distribución de las variables, se
realizaron ANOVA de una entrada, con pruebas de
Fisher y Scheffe, o prueba «t» de Student empare-




A los siete días de retirar el tratamiento con rHuE-
PO, los valores medios de hemoglobina (Hb) y he-
matocrito (Hct) no se diferenciaban de los valores
basales (día 0) (12 ± 0,9 vs 11,7 ± 1,0 g/dl y 37,3
± 1,2 vs 35,8 ± 0,4%, respectivamente, p NS). Sin
embargo, tras 7 días del reinicio del tratamiento con
rHuEPO, ambas variables habían disminuido res-
pecto a los valores basales (11,1 ± 0,8 y 34,0 ± 1,6,
ambos p < 0,02).
Al mismo tiempo, los mayores cambios se en-
contraron en la distribución de los distintos sub-
tipos de reticulocitos, como se muestra en la tabla I,
donde están ordenados por su grado de madura-
ción (alto, intermedio y bajo respectivamente). A
los 7 días de retirar la rHuEPO, se observa una
marcada disminución de las formas más inmadu-
ras de reticulocitos (p < 0,001), el patrón reticu-
locítico volvió a valores similares a los basales
(p NS) a los 7 días de reiniciar la rHuEPO (tabla I).
En la tabla I también se muestran los cambios en
el total de reticulocitos; como puede verse, se
observa una disminución significativa TRS los 7
días de retirada de la rHuEPO. Por el contrario,
el total de reticulocitos aumentó sobre el valor
basal a los 7 días de restaurar las dosis previas
de rHuEPO.
Los niveles de eritropoyetina en el suero fueron
26,0 ± 2,7 mU/ml en el momento de cesar la rHuE-
PO, 10,1 ± 2 mU/ml tras los 7 días sin rHuEPO y
24,8 ± 3,2 mU/ml a los 7 días de reiniciar el uso
de rHuEPO (p < 0,01 y NS respecto a los valores
iniciales, respectivamente) (el valor de eritropoyeti-
na en suero en una población sana del mismo ori-
gen es 5-25 mU/ml).
Estudio con animales
Las diferencias entre el grupo animal y los pa-
cientes respecto a los valores basales fueron evi-
dentes; las ratas mostraban niveles normales de he-
moglobina y el porcentaje relativo de formas
reticulocíticas presentaba una distribución diferente
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Tabla I. Perfil reticulocítico de pacientes en diálisis tras retirada y reinicio de rHuEPO
Forma reticulocítica → LFR (%) MFR (%) HFR (%) Total ret (o/oo)
Tiempo muestral ↓
Basal 84,2 ± 1,4 13,0 ± 1,1 2,6 ± 0,4 18,2 ± 0,9
7 días tras retirada de rHuEPO 92,7 ± 1 6,6 ± 0,9* 0,75 ± 0,2** 14,3 ± 1,2#
7 días tras reinicio de rHuEPO 84,7 ± 2,2 12,3 ± 1,4 3,0 ± 1,8 23,7 ± 4,3*
#p < 0,05 respecto a los otros 2 tiempos.
*p < 0,02 respecto a los otros 2 tiempos.
**p < 0,01 respecto a los otros 2 tiempos.
LFR, MFR, HFR: Reticulocitos de baja, media y alta fluorescencia.
Ret = Reticulocitos.
Los porcentajes de LFR, MFR y HFR son respecto al total de reticulocitos.
a la observada en los pacientes. Por tanto, no se
puede excluir el error sistemático debido a las va-
riaciones interespecíficas, aunque esta circunstancia
no debe afectar a la validez de los resultados, ya
que se trata de comparaciones seriadas de muestras
procedentes de individuos de un grupo genética-
mente homogéneo de ratas.
En las ratas, los cambios observados ocurrireron
siguiendo un patrón similar al descrito en los pa-
cientes. En la tabla II se muestran los datos basales
frente a los obtenidos tras 3 semanas del inicio del
tratamiento, tanto en aquellos en los que se retiró la
rHuEPO durante la tercera semana como los que
mantuvieron este tratamiento a lo largo de todo el
experimento (*p < 0,05 o **p < 0,01 respecto a las
otras condiciones experimentales).
DISCUSIÓN
Nuestros resultados añaden nuevos datos que
pueden resultar útiles para el esclarecimiento de
la patogénesis de la anemia producida por la in-
terrupción brusca de rHuEPO en pacientes en HD.
Estos pacientes no son capaces de producir la can-
tidad suficiente de eritropoyetina endógena y mues-
tran resistencia periférica a la rHuEPO. En un es-
tudio animal previo, Piron y cols., mostraban que
la actividad eritropoyética, al cesar durante 3 se-
manas el tratamiento con rHuEPO, se reduce con-
siderablemente4. Este grupo sugiere que esto po-
dría representar un agotamiento medular intrín-
seco de actividad eritropoyética, sobre todo a
nivel de células progenitoras4. Los resultados aquí
reflejados son los primeros de este tipo obtenidos
en humanos e identifican un rápido indicador de
la depresión eritropoyética, la reducción signifi-
cativa de las formas más inmaduras de reticulo-
citos. Además, nuestros resultados ponen de ma-
nifiesto la precocidad —tan solo una semana— de
la aparición de alteraciones en la serie eritropo-
yética.
Aunque en los primeros días tras la interrupción
de la rHuEPO no se observaron variaciones en el
número de células rojas, nuestros datos reflejan un
claro cambio de la regeneración eritropoyética en la
médula ósea. Clínicamente, este hallazgo puede
considerarse como un presagio de una próxima ane-
mia si el tratamiento con rHuEPO no se reinicia. El
hecho de que no se encuentre esta anemia en casos
de tratamiento con rHuEPO una vez a la semana6
puede estar relacionados con que este proceso ané-
mico podría ser un efecto transitorio no detectable
y que acaba controlándose por las sucesivas inyec-
ciones de rHuEPO.
Los resultados obtenidos en el estudio con ani-
males demuestran que los hallazgos sobre el patrón
reticulocítico en pacientes son aplicables tanto en
condiciones urémicas como no urémicas.
Todos estos resultados, al considerarlos conjunta-
mente, indican que el ciclo de maduración eritro-
poyética, estimulado por la rHuEPO exógena, puede
verse rápidamente frenado por la incapacidad de
producir precursores eritropoyéticos en número su-
ficiente para mantener la población reticulocítica.
Este hecho puede requerir la administración conti-
nuada de rHuEPO para evitar un descenso en la eri-
trogénesis.
Una posible segunda aplicación de estos hallaz-
gos sería su uso potencial como marcador indirec-
to de la interrupción reciente de rHuEPO usada de
manera ilegal. Sobre este aspecto, aunque el uso
de rHuEPO ha sido prohibido por el Comité Olím-
pico Internacional y las autoridades deportivas de
todo el mundo, no hay disponible actualmente un
método que, de manera inequívoca, detecte el
abuso de rHuEPO. Se han propuesto distintas y
complejas combinaciones de pruebas de laborato-
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Tabla II. Perfil reticulocítico de ratas tras retirada y reinicio de rHuEPO
Variable → Hemoglobina Hct (%) LFR (%) MFR (%) HFR (%) Total ret (o/oo)
Tiempo muestral ↓ (g/100 ml)
Control 14,1 ± 0,4 42,3 ± 1,5 58,8 ± 0,1 28,7 ± 0,1 12,6 ± 0,1 27,3 ± 1,1
rHuEPO, 2 semanas, 14,9 ± 0,3 43,6 ± 1,1 66,5 ± 3,3* 23,7 ± 2,1* 9,8 ± 1,5** 15,2 ± 1,4**
no rHuEPO, 1 semana
rHuEPO, 3 semanas 15,4 ± 0,2* 46,5 ± 1,5 57,5 ± 0,9 30,4 ± 0,4 13 ± 0,4 41,6 ± 2,5*
#p < 0,02 respecto a los otros 2 tiempos.
*p < 0,01 respecto a los otros 2 tiempos.
Hct = hematocrito.
LFR, MFR, HFR: Reticulocitos de baja, media y alta fluorescencia.
ret = reticulocitos.
Los porcentajes de LFR, MFR y HFR son respecto al total de reticulocitos.
rio, incluso algunas que emplean parámetros reti-
culocíticos; sin embargo, hasta donde llega nues-
tro conocimiento, ninguna de estas pruebas ha ana-
lizado los subtipos reticulocíticos7-8. Nuestras obser-
vaciones indican que en individuos sanos que han
recibido rHuEPO, el patrón reticulocítico tras el
cese de su uso podría apoyar, de manera convin-
cente, la existencia de una administración y pos-
terior retirada de la rHuEPO.
En conclusión, la rHuEPO induce un cambio sig-
nificativo en la patrón de maduración eritropoyéti-
ca, lo que implica una reducción evidente de las
formas más inmaduras de reticulocitos tras el cese
de la administración de rHuEPO. La posible conse-
cuencia clínica de estos cambios sería el rápido de-
sarrollo de una anemia grave si no se reinicia el tra-
tamiento con rHuEPO.
Nuestros resultados advierten sobre la retirada
brusca de la administración de la rHuEPO en pa-
cientes en diálisis y aconsejan una retirada de un
modo más progresivo. En este aspecto y en el re-
ferente a la detección del uso ilegal de rHuEPO,
nuestros datos son susceptibles de aplicaciones
prácticas.
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6El factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) se ha situado como el principal de los fac-
tores angiogénicos, por su potencia y su implicación
en múltiples mecanismos.   
VEGF: Un único gen para VEGF-A (región cro-
mosómica 6p21.3) da lugar, por «splicing» alterna-
tivo del ARNm, a cinco isoformas distintas que co-
rresponden a proteínas de 121, 145, 165, 189 y 206
aa1. Se han identificado otras moléculas estructural-
mente relacionadas con el VEGF y que se unen a
sus mismos receptores, como PLGF (Factor de cre-
cimiento placentario), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y
el homólogo viral de VEGF, VEGF-E.
El VEGF165, de solubilidad y afinidad por la ma-
triz extracelular intermedias entre el VEGF121 y el
VEGF189, es la isoforma más abundante, y es produ-
cido por una gran cantidad de tipos celulares2. Es-
tructuralmente, el VEGF165 es una glicoproteína ho-
modímera de 45 KDa, básica y con dominios de
unión a heparina, siendo por lo tanto en parte so-
luble y en parte retenida en la superficie celular y
matriz extracelular. 
La tensión de oxígeno tiene un papel crítico en la
regulación de la expresión génica del VEGF. El fac-
tor 1 inducible por hipoxia (HIF-1) se ha identifica-
do como el regulador principal de la respuesta trans-
cripcional debida a hipoxia3, aunque otros factores
de transcripción, como AP-1, SP-1 y NFκB, tienen
sitios de unión en la región del promotor de VEGF 4.
Además, hay citoquinas y alteraciones oncogénicas
que pueden activar la expresión de VEGF, como por
ejemplo, mutaciones del gen ras, la inactivación del
gen supresor de tumores von Hippel-Lindau, o mu-
taciones en el gen supresor de tumores p53.
El VEGF se une, al menos, a tres receptores de
tipo tirosina quinasa y a una proteína de membra-
na llamada neuropilina. Los 3 receptores se de-
nominan VEGFR1 (Flt-1), VEGFR2 (KDR/Flk-1) y
VEGFR3 (Flt-4). Los dos primeros se encuentran en
el endotelio vascular y el último se expresa exclusi-
vamente en vasos linfáticos. La señal de VEGF trans-
mitida a través de estos receptores es capaz de fos-
forilar al menos 11 proteínas en células endoteliales
(CE)1. El VEGFR1 presenta una respuesta débil de
fosforilación y aparentemente media señales que re-
gulan la migración celular. La interacción del VEGF
con el VEGFR2 activa proliferación, migración, su-
pervivencia y reorganización del citoesqueleto en
CE. Además, el VEGF no sólo activa un programa
de proliferación en el endotelio, también pone en
marcha propiedades citoprotectoras, descritas hasta
ahora en capilares en desarrollo, con un papel crí-
tico de la vía PI3K/Akt. Esta propiedad es funda-
mental en
múltiples situaciones, incluyendo entre otras isque-
mia/reperfusión, neoplasia, inflamación, perfusión de
órganos destinados al trasplante, shock y reendote-
lización de superficies denudadas. Trabajos recien-
temente finalizados y en curso de nuestro Laborato-
rio y de otros grupos, han revelado nuevas
propiedades relacionadas con el VEGF. 
VEGF y regulación de HIF-1 y NFκB: El VEGF, así
como otros factores de crecimiento (por ej IGF-1) es
un regulador positivo de la expresión de factores
transcripcionales como HIF-1 y NFκB. Estos datos
indican la existencia de respuestas de retroalimen-
tación entre el producto del gen de VEGF y sus pro-
pias señales de transcripción.
VEGF y ciclosporina A (CsA): El VEGF tiene un
importante papel en la protección celular ante la to-
xicidad inducida por CsA. Este efecto abarca no solo
a CE5, sino también a células tubulares renales6. En
términos más generales, el VEGF puede ser un ele-
mento clave en la protección renal ante diversos
tipos de agresiones7.
VEGF y tumores: El VEGF-A es considerado el
principal factor angiogénico tumoral, actuando en
conjunto con otras moléculas relacionadas, como
el VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y PLGF que, siendo
menos potentes, tienen la capacidad de activar sus
mismos receptores. Además, algunas de estas mo-
léculas, como el VEGF-C y el VEGF-D, no solo pro-
mueven angiogénesis del endotelio normal, sino
también del linfático, afectando doblemente a la
Papel del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) en la protección de las
células endoteliales
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diseminación del tumor. En el último año, hemos
visto que el medio condicionado de células tumo-
rales posee efectos citoprotectores, activadores y
fenotípicos sobre las CE, que están mediados en
una parte importante por VEGF. De interés espe-
cial, el bloqueo de VEGF desencadena una res-
puesta de muerte celular endotelial más intensa,
aportando un nuevo elemento de interpretación
para los efectos antiangiogénicos del antagonismo
de VEGF.
Una visión colectiva de los resultados enunciados
indica que el VEGF cumple un papel singular en la
unificación de señales citoprotectoras en CE en si-
tuación quiescente y, por lo tanto, análoga a la que
existe en la pared vascular normal. Aunque predeci-
ble, la coordinación de los diferentes mecanismos ex-
puestos constituye el trasfondo de una respuesta que,
aunque posee una serie de elementos comunes, es
flexible y diferenciada para cada tipo diferente de
agresión. Basados también en los datos presentes, de-
bemos resaltar la notable complejidad de la respuesta
citoprotectora en un tipo de células que, como las
endoteliales, se encuentran en una situación anató-
mica particularmente accesible a la agresión. 
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Resumen La respuesta hipóxica, sobre la que se dispone de nuevos datos críticamente importantes, puede
esquematizarse en tres sistemas, vg. de detección o sensor de oxígeno, de regulación, que con-
trola la expresión génica y efector. El elemento principal de organización del sistema regulador es un factor de
transcripción específico, el factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1). En presencia de oxígeno, la subunidad α del
HIF-1 (HIF-1α) se modifica por las hidroxilasas, que constituyen el punto central del mecanismo sensor, indu-
ciendo su catabolismo por el proteosoma. Por el contrario, en hipoxia, o en presencia de algunos factores de
crecimiento que incrementan su síntesis, el HIF-1α se transloca al núcleo, donde, unido al HIF-1β, actúa como
factor transcripcional de genes con elementos de respuesta hipóxica (HRE) en su promotor. Estos regulan la
síntesis de una amplia serie de proteínas, que abarcan desde enzimas respiratorias y transportadores hasta
hormonas involucradas en la regulación a escala del organismo de la circulación y la eritropoyesis. El papel del
HIF-1 no se restringe a la mera inducción de una respuesta adaptativa a la falta de oxígeno, sino que participa
significativamente en los mecanismos de reparación celular. Una simple lista de algunas alteraciones de impor-
tancia fisiopatológica, tanto estimulatorias como inhibitorias, que involucran al sistema de HIF-1, incluiría: en-
fermedad pulmonar crónica, adaptación al tabaco/humo, anemia/hemorragia, isquemia/reperfusión, crecimien-
to, vascularización y resistencia celular de los tumores, preeclampsia y crecimiento intrauterino retardado, hiper
o hipovascularización retiniana, sobredosis de fármacos, enfermedad inflamatoria intestinal y curación de heri-
das. Esta sola enumeración ilustra la importancia de este mecanismo.
Palabras clave: hipoxia, HIF-1, sensor de oxígeno, VEGF, eritropoyetina
Abstract Response to hypoxia. A systemic mechanism based on the control of gene expression. New,
critically important data have been recently generated about the response to hypoxia. This response
can be schematized in three main systems or functions, ie, detectional or oxygen sensing, regulatory, which
controls gene expression and effector. The principal organizer of the regulatory branch is a specific transcription
factor, the hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1). In the presence of oxygen, the α subunit of HIF-1 (HIF-1α) is modified
by hydroxylases, that represent the central point of the oxygen sensing mechanism. This type of hydroxylation
induces HIF-1α catabolism by the proteosome. On the contrary, in hypoxia, or in the presence of certain growth
factors that increase HIF-1α synthesis, HIF-1α translocates to the nucleus, where it binds HIF-1β, and thence
acts on transcription of genes carrying hypoxia responsive elements (HRE) on their promoters. These genes
regulate the synthesis of an ample series of proteins, which span from respiratory enzymes and transporters to
hormones regulating circulation and erythropoiesis. The role of HIF-1α is not restricted to the mere induction of
adaptation to decreased oxygen: instead, it significantly participates in cell repairing mechanisms. A simple list
of some of the stimulatory or inhibitory alterations of pathophysiological importance involving the HIF-1 system,
would include: chronic lung disease, smoking adaptation, anemia/hemorrhage, ischemia/reperfusion, growth, vas-
cularization and cell resistance of tumors, preeclampsia and intrauterine growth retardation, retinal hyper o
hypovascularization, drug intoxications, bowel inflammatory disease and wound repair. This list illustrates by it-
self the importance of the mechanism herein reviewed.
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La fisiopatología es un territorio de límites imprecisos,
que tiene como denominador común la adaptación a la
enfermedad de mecanismos que, en su origen, se desa-
rrollaron para responder a situaciones de especial exi-
gencia en individuos sanos. Así, entre otras, el organis-
mo enfermo emplea respuestas sistémicas primarias ante
la agresión, como las que se desencadenan ante la pér-
dida de sangre, la infección, los traumatismos, la deshi-
dratación, el ayuno, o la hipoxia, para hacer frente a si-
tuaciones patológicas. Estas últimas, especialmente las
crónicas, son sustancialmente diferentes de la condición
original a la que se aplica el mecanismo de respuesta.
Valgan como ejemplos característicos de esta dualidad
los siguientes: uno, la estimulación del eje renina-
angiotensina-aldosterona incluye aspectos inflamatorios
y promotores de la cicatrización vascular, que son útiles
en el caso de la herida de un vaso, pero resultan dele-
téreos en la arteriosclerosis crónica; otro, el remodelado
vascular pulmonar inducido por la hipoxia es necesario y
favorable en la adaptación fisiológica a la altitud, pero
actúa negativamente en un paciente con enfermedad
pulmonar crónica. La hipoxia es un prototipo considera-
blemente bien estudiado y un paradigma de respuestas
que involucran al organismo en su conjunto y pueden
tener consecuencias diferentes en la salud y en la enfer-
medad.
Hipoxia: Una pregunta inmediata a realizarse es qué
condiciones fisiopatológicas se asocian con hipoxia. Exis-
te hipoxia transitoria durante el ejercicio, en sepsis o en
tejidos traumatizados e hipoxia crónica en la altura o en
zonas tisulares menos oxigenadas, como por ejemplo la
médula renal. Ya en el terreno de la patología, hay hipoxia
en la enfermedad pulmonar, la insuficiencia cardíaca, la
isquemia tisular, la anemia y en los tejidos tumorales.
La respuesta a la hipoxia puede esquematizarse en
tres sistemas: a) de detección o sensor de oxígeno, b)
de regulación, mediante el control de la expresión de una
amplia serie de genes, y c) efector múltiple, que incluye
no sólo expresión de genes, sino múltiples cambios fun-
cionales, que van desde la estimulación de moléculas
vasodilatadoras hasta las variaciones en la afinidad de
la hemoglobina por el oxígeno. El sistema regulador está
modulado directamente por el sensor y el elemento or-
ganizador principal es un factor de transcripción especí-
fico, el factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1). La presente
revisión se centra específicamente en este factor.
Respuesta a la hipoxia: La diferencia entre los teji-
dos y órganos no proviene de su dotación génica, sino
de la manifestación particular de los genes en cada tipo
celular. En este contexto, los factores de transcripción
actúan para orientar y adaptar, o dicho más gráficamen-
te, reclutar la expresión génica hacia patrones determi-
nados de respuesta, como por ejemplo la supervivencia,
la migración, la proliferación o el crecimiento.
La respuesta a la hipoxia requiere un alto nivel de
coordinación. Su mecanismo incluye un espectro de cam-
bios que van desde variaciones en la expresión en-
zimática que adaptan la producción de energía frente a
una menor disponibilidad de oxígeno, hasta la puesta en
marcha de fenómenos de autoeliminación de la célula
ante la imposibilidad de sobrevivir en circunstancias ad-
versas extremas. Todos los organismos, desde las bac-
terias hasta los humanos, poseen mecanismos para el
mantenimiento de la homeostasis del oxígeno, que son
esenciales para la producción energética y por lo tanto
para la supervivencia. En los mamíferos superiores, la
respuesta a la hipoxia es compleja, e incluye, entre otras,
adaptaciones de la función respiratoria y hemodinámica,
del metabolismo intermedio y de la función renal. Estas
adaptaciones se manifiestan en cambios hormonales, de
mediadores y de actividad enzimática, e implican varia-
ciones en la expresión de una serie de genes entre los
que destacaremos el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF) y la eritropoyetina (EPO).
El incremento en la expresión de VEGF en condicio-
nes de hipoxia ocurre a través de mecanismos molecu-
lares de aumento de transcripción1 y/o estabilización del
ARNm2. La regulación transcripcional del VEGF en con-
diciones de hipoxia está mediada por la unión de HIF-1 a
secuencias específicas localizadas en el promotor del
VEGF (HIF-1 binding sites – HBSs o hypoxia responsive
elements, HREs), constituida por las bases: -RCGTG-3.
La regulación de la expresión de EPO es similar a la re-
ferida para VEGF en lo que concierne al papel del HIF-1,
pero diferente en cuanto a otros elementos co-regulado-
res con efectos sobre el promotor.
El factor inducible por hipoxia (HIF-1): HIF-1 es un
heterodímero compuesto por dos sub-unidades (HIF-1α
y HIF-1β) con pesos moleculares aparentes de 120-130
kD y 91-94 kD4, respectivamente. Ambas sub-unidades
comparten cierta homología en sus extremos N-termina-
les, conteniendo un dominio bHLH (basic helix-loop-helix)
y un dominio PAS (Per-Arnt-Sim), que están involucrados
en la dimerización y en la unión al ADN5. El extremo
COOH-terminal de la sub-unidad α contiene dos domi-
nios de transactivacion (TADs) y un dominio de degra-
dación dependiente de oxígeno (ODD), siendo éstos los
responsables de las funciones transactivadora y regu-
ladora de este factor en diferentes condiciones de dispo-
nibilidad de oxígeno6. HIF-1β es idéntico al ARNT
–translocador nuclear del receptor Ah (aril hydrocarbon)–.
Esta proteína dimeriza con receptores Ah activados cu-
yos ligandos constituyen diferentes contaminantes am-
bientales, como aminas heterocíclicas, hidrocarburos aro-
máticos y compuestos aromáticos (dioxinas, diben-
zofuranos y bifenilos)7. La identificación de ARNT como
sub-unidad de HIF-1 demostró por vez primera que ARNT
(HIF-1β) constituye una sub-unidad común de varios
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heterodímeros que contienen dominios bHLH. La trans-
locación al núcleo de HIF-1α y heterodimerización con
HIF-1β son necesarias para la unión de HIF-1 a los HBSs
y su consiguiente transactivación.
El descubrimiento de HIF-1 como factor regulador de
la homeostasis del O2 surgió como consecuencia del
estudio de los mecanismos moleculares que modulaban
la transcripción de la EPO en respuesta a la hipoxia3. La
caracterización de los niveles de expresión de HIF-1α y
HIF-1β, se evaluó inicialmente en células Hep3B y HeLa
bajo diferentes condiciones de disponibilidad de O2 –hipo-
xia, normoxia y re-oxigenación–8. De manera general el
ARNm de ambas sub-unidades se expresaba constituti-
va-mente bajo cualquier condición. Sin embargo, la pro-
teína de HIF-1α sólo era detectable en hipoxia.
En presencia de oxígeno, HIF-1α sufre modificacio-
nes post-traduccionales por parte de hidroxilasas (PHD1-
3, FIH-1), las cuales hidroxilan residuos de Pro402/564 y de
Asn803 que se localizan en los dominios ODD y TADs,
respectivamente9, 10. Estas modificaciones permiten la
unión de la proteína VHL (von Hippel Lindau) a los sitios
hidroxilados de HIF-1α formando parte del complejo E3
ubiquitin-ligasa, provocando asi su ubiquitinación y de-
gradación11. La hidroxilación del residuo Asn803 se ha
descrito recientemente y constituye un impedimento
estérico en la unión del co-activador CBP/p300 a HIF-
1α, necesario para la transactivación de HIF-110. En au-
sencia de oxígeno, HIF-1α es fosforilado y translocado
al núcleo, donde dimeriza con HIF-1β y se acopla a su
co-activador CBP/p300, permitiendo la transactivación e
inducción de genes (Fig. 1). Es importante también, aun-
que está menos caracterizada, la unión de HIF-1 a pro-
teínas de estrés (HSPs)12. Esta unión protege a HIF-1 de
la degradación. En este sentido, el efecto pro-degradativo
de HIF-1 de agentes del tipo de las ansamicinas, blo-
queantes de HSP90, abre una posibilidad de interés en
el campo terapéutico de la antiangiogénesis13.
El sensor de oxígeno: Desde hace décadas, se ha
trabajado en la identificación del sensor de oxígeno, en
general bajo el supuesto de que se trataría de una pro-
teína con un grupo hemo o similar14. En los últimos años,
se han hecho avances notables en el conocimiento del
mecanismo de este sensor, basadas en su propiedad de
activar la señalización vía HIF-1. Existen varios modelos
que involucran a diferentes moléculas como responsa-
bles de dicha función; entre ellas es fundamental un tipo
especial de hidroxilasas (PHDs) que utilizan 2-ceto-
glutarato como sustrato, y que al ser reguladas por oxí-
geno, cumplen todas las premisas para ser considera-
das como el sensor principal de oxígeno. En la estructu-
ra de estas proteínas es característico un grupo prostético
de tipo hemo, en el cual el Fe2+ puede ser sustituido por
otros metales (Co2+, Ni2+) causando un bloqueo en la ca-
pacidad hidroxilasa de la enzima y por lo tanto una inhi-
bición de la degradación de HIF-1α15. Un segundo tipo
de regulación atribuye a las especies reactivas de oxíge-
no (ROS), principalmente el superóxido (O2-) y el peróxido
de hidrógeno (H2O2), un papel modulador importante. Este
papel se ejerce de dos maneras distintas. En un caso, la
enzima NADPH oxidasa (O2 → O2) es la responsable de
la producción de ROS, que en condiciones de normoxia
inducen la degradación de HIF-1α. Una segunda situa-
ción señala que la producción de ROS en la mitocondria
(cyt c1 → O2- → H2O2) en condiciones de hipoxia induce
la estabilización de HIF-1α16. Los mecanismos celulares
de ambas formas de regulación están aún pendientes
de resolver.
Otras vías de estimulación de HIF-1: La hipoxia no
es el único estímulo que incrementa los niveles de HIF-
1α. En condiciones de normoxia muchas citoquinas y
factores de crecimiento activadores de receptores del tipo
tirosina quinasa (RTKs) son también capaces de inducir
HIF-1α, repercutiendo sobre un incremento en los nive-
les de este factor transcripcional. Entre éstos se inclu-
yen: insulina17, factor de crecimiento similar a la insulina
2 (IGF-2)18, interleuquina-1β (IL-1β)19, factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-α)19, factor de crecimiento epidérmico
(EGF)20, trombina21, endotelina 1 (ET-1)22 y heregulina
(HER2)23. De manera general, el mecanismo por el cual
todos ellos inducen HIF-1α incluye un incremento en la
sintesis de la proteína, a diferencia de lo que ocurre en
hipoxia, en la que la estabilidad del factor está asociada
a una disminución en su tasa de degradación. Las vías
principales de señalización descritas hasta el momento
que participan en la inducción de HIF-1α a partir de es-
tos factores de crecimiento, incluyen PI3K (fosfatidili-
nositol 3-quinasa), Akt (PKB), Ras, MAPK (proteína
quinasa activada por mitógenos), y MEK (quinasa de
MAPK) (Fig. 2). En el corriente año académico, y en el
curso de trabajos enfocados al efecto del estrés oxidativo
sobre las células endoteliales, hemos obtenido resulta-
dos que sugieren la existencia de una vía de retroali-
mentación del VEGF sobre su propio factor de transcrip-
ción principal, el HIF-124, 25. Un aspecto novedoso adicio-
nal de esta vía es el papel del anión superóxido como
mediador principal de transmisión de la señal activadora.
En cuanto al posible significado funcional de esta vía, pue-
den postularse la sensibilización a la respuesta hipóxica a
través de uno de sus productos intermedios y la amplifica-
ción de los efectos de factores de crecimiento a través del
reclutamiento de genes dependientes de HIF-1. En este
último sentido, puede considerarse, por ejemplo, que el
efecto inductor de HIF-1 sobre las vías glucolíticas puede
ser crítico a la hora de la oferta de energía y metabolitos
intermediarios necesarios para la proliferación.
Expresión génica en la hipoxia: Tal como hemos
mencionado, la respuesta a la hipoxia es integral, y abar-
ca todos los aspectos necesarios para proveer oxígeno
a los tejidos y conseguir su aprovechamiento más efi-
caz.
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En la actualidad, la identificación de genes que se
activan por HIF-1 se ha incrementado considerablemen-
te, incluyendo muchos cuyas proteínas participan en
múltiples funciones celulares dirigidas a favorecer la oxi-
genación tisular, entre otras, angiogénesis, metabolis-
mo energético, eritropoyesis, proliferación y viabilidad
celular, remodelado vascular y apoptosis. La Figura 3
esquematiza los genes que se ponen en marcha a tra-
Fig. 2.– Mecanismo común de inducción de HIF-1α por citoquinas y/o factores de cre-
cimiento. Abreviaturas: Akt/PKB, proteína quinasa B; CBP/p300, CREB-binding
protein/p300; HRE, hipoxia-responsive element; JNK, c-jun N-terminal kinase;
MAPK, mitogen-activated protein kinase; MEK, MAPK kinase; mTOR, mammalian
target of rapamycin; oxNADPH, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxi-
dase; PI3K, phosphatidylinositol 3-OH kinase; Ras, small G protein; α, sub unidad
α del factor inducible por hipoxia; β, subunidad β del factor inducible por hipoxia.
Fig. 1.– Ciclo de activación-degradación de HIF-1α. A la izquierda se muestra el fun-
cionamiento en hipoxia y a la derecha en normoxia. Abreviaturas: Asn, asparagina;
CBP/p300, complejo coactivador transcripcional CREB-binding protein/p300; FIH,
factor inhibidor de HIF; HIF-1α, subunidad α del factor inducible por hipoxia; OH,
sitios de hidroxilación; P, sitios de fosforilación; PHDs, prolil hidroxilasas; Pro, prolina.
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vés de HIF-1. La inducción vía HIF-1 afecta a factores de
citoprotección, destinados a amortiguar el daño hipóxico1,
26
 y enzimas glucolíticas27, 28 y de transporte de hexosas29,
necesarias para la adaptación metabólica inmediata y
producción de ATP por vías anaerobias; también, se ac-
tivan genes de mediadores hemodinámicos22, 30, destina-
dos a mantener la perfusión tisular; a nivel de organis-
mo, se inducen genes de más largo alcance e integra-
dores, enfocados a la angiogénesis1, 31, al trofismo
vascular26 y a la producción de transportadores de oxí-
geno, incluyendo hematíes8, 32. Un dato importante de
interpretación es que, si bien el HIF-1 ejerce el papel
principal en la inducción de estos genes, necesita ele-
mentos co-reguladores, cuyos sitios de unión al promo-
tor se distribuyen en el flanco del HRE donde se une el
HIF-1, incrementando su respuesta e incluso haciendo
posible la transcripción, que no ocurre en su ausencia.
Un ejemplo típico de esta circunstancia es el estímulo
por hipoxia de la expresión del gen de ET-1, que necesi-
ta de la acción mancomunada de HIF-1, AP-1, GATA-2,
y CAAT-binding factor (NF-1)33.
HIF-1, hipoxia y citoprotección: Sintetizando estos
apartados, la respuesta de HIF-1 es específica de la
hipoxia y del estímulo por factores de crecimiento. Esta
última vía se relaciona con la necesidad de proveer una
mayor oferta de oxígeno en tejidos en expansión celular.
En este punto cabe preguntarse si la célula responde a
la depleción energética de forma idéntica a la falta de
oxígeno. Los datos disponibles, si bien todavía insufi-
cientes, indican que el déficit de ATP, que podría ser
interpretado como un equivalente de hipoxia, no parece
estimular la activación de HIF-1, aunque sí en cambio la
de HSPs34, 35. De interés adicional, en modelos experi-
mentales en células tubulares renales (LLC-PK1), la
hipoxia no extrema no causa depleción de ATP, un dato
que refleja la eficiente adaptación de la producción ener-
gética ante la disminución de oxígeno34. No se han publi-
cado aún estudios similares en modelos con bloqueo de
HIF-1, pero su interés es obvio, ya que es probable que
HIF-1 sea en gran parte responsable de la citada efi-
ciencia.
Estos datos se relacionan con el apartado final, refe-
rido a posibilidades terapéuticas. En breve, las acciones
citoprotectoras abarcan a muchos tipos celulares y res-
puestas sistémicas. En este contexto, HIF-1 es un factor
transcripcional clave en una respuesta génica compleja,
desarrollada a múltiples niveles. A modo de ejemplos,
en experimentos en ratón, se ha observado que episo-
dios breves de hipoxia intermitente bastan para inducir
la producción de EPO, que a su vez protege al corazón
Fig. 3.– Genes transactivados por HIF-1. La distribución concéntrica se ha empleado a los fines
de visualizar la participación de genes ligados a adaptaciones celulares esenciales a la hipoxia
(centro) y mecanismos con diferente grado de integración sistémica (periferia). Abreviaturas:
ADM, adrenomedullin; ALD A y C, aldolase A and C; EG-VEGF, endocrine-gland-derived VEGF;
ENG, endoglin; ET1, endothelin 1; ENO1, enolase 1; EPO, erythropoietin; GLUT1, glucose
transporter 1; GAPDH, glyceraldehyde-3-p-dehydrogenase; HK 1 y 2, hexokinase 1 and 2; IGF2,
insulin-like growth factor 2; IGF-BP 1, 2 y 3, IGF-factor-binding-protein 1, 2 and 3; LDHA, lactate
dehydrogenase A; LEP, leptin; LRP1, LDL-receptor-related protein 1; MDR1, multidrug
resistance 1; NOS2, nitric oxide synthase 2; PFKL, phosphofructokinase; TGF-α, transforming
growth factor-α; TGF-β3, transforming growth factor-β3; TPI, triosephosphate isomerase, VEGF,
vascular endothelial growth factor.
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del daño apoptótico por isquemia-reperfusión; por el con-
trario, en animales que no expresan HIF-1, esta respuesta
no ocurre, no estimulándose la producción de EPO con
la hipoxia36. En diferentes tipos tumorales, HIF-1 se en-
cuentra marcadamente activado, y este estado se rela-
ciona con mayor agresividad del tumor. Más aún, otra
posible explicación, más indirecta, de los efectos de HIF-
1 sobre los tumores proviene de datos recientes, que
demuestran una elevación de HIF-1, con efectos protec-
tores, en las células endoteliales de tumores irradiados,
lo que aporta un nuevo abordaje de interpretación a los
posibles mecanismos de resistencia tumoral a la radio-
terapia37.
Aspectos clínicos: La expresión de HIF-1 y los genes
que regula, se han relacionado con múltiples circunstan-
cias ambientales y fisiológicas (altura, ejercicio, frío, ex-
posición al tabaco), como procesos patológicos. Hemos
seleccionado algunas situaciones de interés inmediato.
Enfermedad pulmonar crónica: En un ejemplo de
adaptación fisiológica, en la altura se ha observado un
aumento de expresión de HIF-1 tanto en nativos aclima-
tados crónicamente como en viajeros; este aumento se
acompaña de incremento de EPO y cambios en el mús-
culo esquelético, y especialmente en el número y activi-
dad de mitocondrias38. Este aumento de HIF-1, que es
útil para incrementar la capacidad transportadora de oxí-
geno, se acompaña de estimulación de mecanismos de
remodelado de la vasculatura, que llevan a mayor
hipertensión pulmonar. La hipoxia es un potente estímu-
lo para la producción por el endotelio pulmonar de ET-1,
un péptido capaz de inducir vasoconstricción y prolifera-
ción del músculo liso de los vasos pulmonares y VEGF,
un agente proliferativo y remodelante; ambos genes es-
tán relacionados con HIF-1. En contrapartida fisiológica,
ET-1 aumenta en la altitud de forma inversamente pro-
porcional a la saturación arterial de oxígeno y de manera
directamente proporcional con el aumento en la presión
sistólica de la arteria pulmonar39. Es de interés el estudio
del papel de genes dependientes de HIF-1 en otros me-
canismos relacionados con la hipertensión pulmonar,
como la inhibición del canal de potasio en los vasos
pulmonares, así como en la activación local de an-
giotensina II39. En la misma línea de evidencia, el síndro-
me de apnea obstructiva del sueño se acompaña de ni-
veles elevados de VEGF en sangre, en proporción al gra-
do de hipoxia; este dato proporciona una pista en la di-
rección de un posible incremento de HIF-1 y por consi-
guiente de otros genes potencialmente relevantes40.
El sistema de HIF-1 participa de la adaptación al ejer-
cicio, y especialmente de los cambios hipóxicos relacio-
nados con el mismo, favoreciendo el paso de la glucólisis
aerobia a la anaerobia. En este sentido, en animales a
los que se ha eliminado HIF-1, se observa ausencia de
acumulación de ácido láctico durante el ejercicio, con
disminución de la fatigabilidad y consiguiente uso mus-
cular excesivo y daño similar al encontrado en las distro-
fias musculares con alteración de la vía glucolítica41. De
interés especial, la glucólisis anaerobia mantiene los ni-
veles de ATP a pesar de la ausencia de producción
aerobia de energía. Este fenómeno es especialmente
importante en la isquemia/reperfusión, y depende de HIF-
1 y sus genes relacionados.
Patología tumoral: El crecimiento rápido de los tu-
mores determina que su incremento de tamaño no se
acompañe de un desarrollo vascular suficiente, lo que
genera zonas de hipoxia en el interior de la masa tumoral.
Esta hipoxia activa HIF-1 y éste a su vez pone en mar-
cha toda la familia de genes angiogénicos42, aumentan-
do la densidad y permeabilidad vascular, y por tanto el
crecimiento y propagación del tumor y, de gran interés,
en algunos casos la resistencia del mismo al tratamien-
to. Independientemente de la hipoxia, en algunos tumo-
res, como hemangioblastomas y carcinomas renales, la
activación de HIF-1 se relaciona con la inactivación fun-
cional del gen supresor VHL, lo que disminuye la degra-
dación y aumenta el HIF-1, aun en normoxia43, 44. Ade-
más, el hallazgo reciente de niveles altos de HIF-1 en
neoplasias como la leucemia aguda linfática, en la que
no existe aparentemente hipoxia, sugiere que la explica-
ción del aumento debe ser más compleja45.
Si bien el incremento de HIF-1 en los tumores es un
hecho demostrado, no se han desarrollado aún abordajes
terapéuticos basados en su bloqueo específico. Ahondan-
do un poco más, se desconocen las causas de por qué,
dentro de todos los genes dependientes de HIF-1, solo se
expresan con mayor intensidad algunos, un fenómeno que
debe estudiarse y que se relaciona con la presencia de
sitios co-reguladores de los efectos de la unión del HIF-1
al HRE. Un aspecto de interés extremo es el posible papel
de HIF-1 en la particular adaptación metabólica de los tu-
mores, en los que la glucólisis anaerobia no se inhibe en
presencia de formación de ATP por vía aeróbica; esta si-
tuación puede relacionarse en forma directa con el efecto
protector del HIF-1 sobre las células tumorales.
Shock hemorrágico: En el shock hemorrágico, el HIF-
1 se activa a nivel tisular, pero la información disponible
es todavía muy fragmentaria. En este tipo de shock existe
inducción de óxido nítrico sintasa (NOS), cicloxigenasa 2
(COX-2) y CD14, lo que aumenta la producción de óxido
nítrico (NO) y prostaglandinas. HIF-1 regula la inducción
de NOS durante la fase isquémica de este shock46, 47.
Anemia y eritropoyetina: HIF-1 es esencial en la
inducción fisiológica del gen de  EPO. Viendo esta rela-
ción desde el punto de vista del mecanismo global desa-
rrollado anteriormente, es notable que HIF-1 actúe sobre
al menos tres genes de importancia en cuanto al efecto
de la EPO: el de la transferrina, necesario para la oferta
de hierro a las células eritroides, el del VEGF, cofactor en
la estimulación de estas mismas células y el de la NOS2,
necesario para la producción de NO, que permite el
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mantenimiento de cifras normales de presión arterial du-
rante el efecto de la EPO, hasta el punto en que en rato-
nes transgénicos para EPO humana, la inhibición de NOS
provoca la muerte por complicaciones masivas cardio-
vasculares48.
En patología, individuos con mutaciones estimulatorias
de HIF-1 presentan policitemia familiar; del mismo modo,
la eritrocitosis paraneoplásica se ha asociado a muta-
ciones del gen VHL que afectan su interacción con HIF-
149. De especial interés, la EPO no solo tiene funciones
como regulador de la eritropoyesis, sino que participa en
diferentes mecanismos, entre otros la vascularización
retiniana y de la glándula mamaria, diferenciación de
adipocitos, maduración embrionaria de la cresta neural,
citoprotección neuronal, de miocardiocitos y de túbulos
renales en situaciones de isquemia/reperfusión50.
El mecanismo exacto por el cual aumenta la EPO en
la anemia humana no se ha dilucidado por completo; por
ejemplo, en las Unidades de Cuidados Intensivos, los
niveles de EPO pueden ser inapropiadamente bajos para
el grado de anemia; las razones no se conocen suficien-
temente, pero la insuficiencia renal es probablemente un
elemento significativo. En nuestro conocimiento, se ca-
rece de estudios acerca del HIF-1 de pacientes de cui-
dados intensivos51.
Enfermedad cardíaca: En la insuficiencia cardíaca
(IC), en un contexto parecido al que referimos en la en-
fermedad pulmonar crónica, existe aumento de ET-1, que
si bien tiene un efecto inotrópico positivo, en el largo pla-
zo favorece la hipertrofia miocárdica y la mala adapta-
ción. En la isquemia miocárdica, se han detectado au-
mentos de VEGF, relacionados con estimulación hi-
póxica52. Los niveles de VEGF en leucocitos expuestos
a hipoxia se correlacionan con el grado de formación de
colaterales que induce la isquemia coronaria in vivo53,
por lo que una disminución de la expresión de HIF-1/
VEGF inducidos por isquemia representaría un factor de
riesgo no descrito previamente. En este sentido, es de
prever que los desarrollos terapéuticos se dirigirán pro-
gresivamente a drogas que aumenten la activación de
HIF-1 o inhiban su degradación, como por ejemplo el re-
cientemente descrito PR39, péptido derivado de los
macrófagos que induce angiogénesis miocárdica54. Un
segundo aspecto de interés es el del papel de HIF-1 en
el pre-condicionamiento cardíaco ante la isquemia, en el
que tiene un papel relevante la síntesis de nuevas pro-
teínas en las primeras 24 h que siguen a un episodio
agudo, con particular referencia a la NOS2 en miocar-
diocitos y células endoteliales55. El HIF-1 es esencial en
esta inducción.
La anemia es un factor patogénico relevante en la IC,
cuyo origen está aún incompletamente dilucidado56. La
presencia de niveles elevados de EPO en pacientes con
IC hace probable que HIF-1 esté estimulado, pero no se
dispone aún de datos publicados en este sentido. Ac-
tualmente están en curso estudios, como el auspiciado
por la Red Cardiovascular del Instituto de Salud Carlos
III (Ministerio de Sanidad, España) acerca de la patogenia
de la anemia en la IC, que incluye medidas de HIF-1,
pero del que no se han comunicado aún resultados.
Ictus: En modelos de oclusión vascular en ratas, se ha
visto un incremento de la expresión de ARNm de HIF-1 en
la zona de penumbra o tejido viable circundante al infar-
to57. Esto coincide con la expresión de ARNm de otros
genes transactivados por HIF-1, como enzimas glucolíticas
y VEGF, que promueven la supervivencia neuronal58.
Tabaco/Humo: Algunos de los mecanismos de
carcinogénesis mediada por los hidrocarburos policíclicos
aromáticos, encontrados en el humo del tabaco y en la
contaminación urbana, así como la de las dioxinas, de-
pende de su unión al receptor aril hidrocarburo (AhR) y
su dimerización con ARNT, proteína que también dimeriza
con HIF-1α5. Por otra parte, la exposición al humo del
tabaco reduce la angiogénesis inducida por hipoxia, dis-
minuyendo la expresión de VEGF y HIF-1α, a través de
una desestabilización de HIF-1α por el monóxido de car-
bono (CO) producido en la combustión del cigarrillo. Esta
supresión de genes angiogénicos puede ser determinante
en los efectos del tabaco sobre la microcirculación, ha-
biéndose propuesto terapéuticas basadas en la adminis-
tración de vectores portadores de VEGF59. Sin embargo,
en un estudio en curso (Deudero JJP y González-
Pacheco FR, datos no publicados) no se han encontra-
do diferencias en la respuesta de HIF-1α hasta una se-
mana después de haberse interrumpido el uso del taba-
co en fumadores de más de 20 cigarrillos diarios.
Preeclampsia y crecimiento intrauterino retarda-
do: En la preeclampsia, existe un fallo primario del
trofoblasto para invadir el miometrio e inducir la
remodelación de las arterias espirales uterinas durante
la placentación. Esto provoca disminución de la perfu-
sión de la unidad uteroplacentaria, condicionando hipoxia
que activa HIF-1, promueve la expresión del factor de
crecimiento de transformación β3 (TGFβ3) y la síntesis
del receptor-1 soluble del VEGF (sVEGFR1)60, que blo-
quea al VEGF y empeora la perfusión de la placenta. En
este contexto, son posibilidades terapéuticas la inhibi-
ción de HIF-1/TGFβ3 con oligonucleótidos antisentido, o
la administración de VEGF.
En el crecimiento intrauterino retardado existe dismi-
nución de perfusión placentaria e hipoxia. IGFBP-1
(insulin growth factor binding protein-1) constituye un re-
gulador negativo de IGF y éste está inducido por la pre-
sencia de sitios HREs en el promotor del gen que le da
origen. IGFBP-1 está muy aumentado en sangre de cor-
dón umbilical de neonatos con retraso de crecimiento61.
Sobredosis de fármacos: La hipoxia estimula, a tra-
vés de HIF-1, la expresión de sub-unidades del citocromo
p450, como CYP3A6, influyendo por lo tanto en la capa-
cidad de neutralización y eliminación de drogas y pro-
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ductos tóxicos y de desecho metabólico durante la
hipoxia62.
Enfermedad inflamatoria intestinal: La sobreexpre-
sión de HIF-1 protege el epitelio colónico ante la inflama-
ción, mientras que la ausencia de HIF-1 produce el efec-
to contrario63.
Patología retiniana: En modelos animales, se ha
observado que la exposición a hiperoxia en el período
neonatal, determina regresión vascular e isquemia, fe-
nómenos similares a los descritos en la retinopatía de la
prematuridad y que se relacionan con alteraciones de la
expresión génica. Del mismo modo, se considera crucial
el papel de péptidos como el VEGF en la neovascu-
larización retiniana de la diabetes mellitus y otras
retinopatías proliferativas64-66. Este es uno de los cam-
pos en los que el progreso terapéutico puede ser más
acelerado, ya sea mediante incremento o inhibición de
HIF-1 y genes dependientes.
Heridas: El VEGF aumenta localmente durante la cu-
ración de heridas, involucrando un mecanismo mediado
por ROS67. En este contexto, la sobre-activación de la vía
de HIF-1 puede ser útil para incrementar la vascularización,
permeabilidad vascular y cicatrización en heridas donde
el VEGF no haya aumentado suficientemente.
La presente no es una revisión exhaustiva de los efec-
tos de HIF-1, pero intenta dar una visión de conjunto de
las circunstancias tan diversas en que este factor
transcripcional se halla implicado y de las extraordina-
rias posibilidades terapéuticas que ofrecen su bloqueo o
estimulación. En este sentido, HIF-1 representa el eje de
un mecanismo central con múltiples conexiones, por lo
que la intervención sobre el mismo puede ser un instru-
mento esencial en el control de múltiples situaciones pa-
tológicas.
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Succès et fragilité des antibiotiques
Mais, s'il fallait dater l'acte de naissance de l'antibiothérapie, on pourrait se risquer à proposer la
date du 16 juillet 1877. Ce jour-là à l'Académie des Sciences, Louis Pasteur signait avec Jules François
Joubert une longue communication sur le vibrion septique et la bactérie charbonneuse. Ils démontraient
ainsi l'antagonisme naturel de ces deux espèces bactériennes: "Le développement de la bactérie ne
peut avoir lieu que de manière très pénible quand elle est en présence d'autres organismes
microscopiques [...]. Chez les êtres inférieurs plus que dans les grandes espèces animales et végétales,
la vie empêche la vie". Pasteur avait démontré que la croissance d'une espèce bactérienne pouvait
être inhibée par certaines autres bactéries.
Exito y fragilidad de los antibóticos
[...] Pero, si hubiera que dar la fecha del nacimiento de la antibióticoterapia, se podría arriesgar a
proponer el 16 de julio de 1877. Ese día, en la Academia de Ciencias, Louis Pasteur presentó con
Jules François Joubert una larga comunicación sobre el vibrión séptico (Clostridum perfrigens) y la
bacteria carbonosa (Bacillus anthracis). Ellos mostraban así el antagonismo natural de estas espe-
cies bacterianas: "La bacteria sólo puede desarrollar muy difícilmente cuando está en presencia de
otros organismos microscópicos [...]. En los seres inferiores más que en las grandes especies anima-
les y vegetales, la vida impide la vida". Pasteur había demostrado que el crecimiento de una especie
bacteriana podía ser inhibida por ciertas otras bacterias.
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